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Beitrage zur Physiologie des Blutzuckers. 


Eine Vereinfachung meiner colorimetrischen Mikromethode 
zur Bestimmung des freien Blutzuekers. 


Il. Mitteilung. 


Uber den Gesamtzuckerwert des Blutes, iiber die Verteilung 
des freien und des Proteinzuckers auf Plasma und Blutkoérper- 
chen bei Gesunden und Diabetikern und tiber den Mechanismus 
der Insulinhypoglykamie. 
Von 
Dr. B. Glassmann aus Odessa. 


(Unter experimenteller Mitwirkung von E. L. Gurwitseh und 
G. 8S. Lachter, Assistentinnen des Laboratoriums.) 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium des 3. Sowjeten-Volkshospitals zu Odessa. 
Leitender Arzt des Hospitals M.S. Barsky.) 


Der Redaktion zugegangen am 29, Juni 1926.) 
~ g 


Kinleitung. 

Die Theorie von Lépine), daB der ,,virtuelle‘ Zucker 
gerade im Diabetes verindert sei, wurde in der letzten Zeit 
voz mehreren Autoren wieder aufgegriffen zum Studium des 
Insulinwirkungsproblems. 

Blatherwick, Bell und Hill’) fanden, daB Blut nach 
Siurehydrolyse keine Anderung weder im Reduktionsvermégen, 
noch im Phosphorgehalt gegeniiber dem insulinfreien Stadium 
aufweist. Bierry, Rathery und Konrilsky*) fanden bei 
einem normalen und bei einem pankreasdiabeteskranken Hunde 





1) Lépine, Le Diabetes sucré, Paris 1909. 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, 8. 731; Soe. of Biol. Chem. Bd. 35, 
S. 230 (1924). 
3) C. R. Bd. 90, S. 36 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVIII. 8 





114 B. Glassmann, 


(und auch bei Menschendiabetes) sogleich nach dem Abfallen des 
freien Blutzuckers unter Insulinwirkung ein Anwachsen des 
Proteinzuckers. Es besteht eine gerade Proportionalitit zwi- 
schen dem Ansteigen des Proteinzuckers und dem Abfall des 
freien Zuckers. Analoge Resultate erzielten Scott und Best." 
Andere Autoren wieder: Mc Cormek, Macleod, O’Brien, 
Noble?) konnten diese Resultate nicht bestitigen. 

Auch A. Gigon*) verfolgte den freien und gebundenen 
Zucker bei Gesunden bzw. Zuckerkranken vor bzw. nach In- 
sulininjektionen. Vor und nach der Hydrolyse mit H,SO, im 
Autoklaven wurde der Zucker nach Bertrand bestimmt. Die 
EnteiweiBung geschah mit dem Pateinreagens (Merkurinitrat). 
Gigon kam zum Ergebnis, daB der sogenannte gebundene 
Zucker beinahe eine konstante GréBe darstellt, die beim Dia- 
betes nicht gréBer ist als beim Gesunden (im Mittel 0,08°/,), 
die ferner durch Insulin nicht beeintiu8t wird und er folgert, 
daB dieser nach Hydrolyse nachweisbaren Zuckermenge keine 
physiologische Bedeutung beizumessen ist. 

Zu entgegengesetzten Resultaten gelangten wieder die 
italienischen Forscher: L. Condorelli‘), D. Caltabiano’), 
und Liotta.®) 

L. Condorelli kommt nach einer Kritik an den ver- 
schiedenen Theorien tiber den Mechanismus der Insulinhypo- 
glykiimie zu den eigenen Untersuchungen an Kaninchen. Unter 
der Insulinwirkung kommt es 1m Blut zu rascher Umwandlung 
des freien Zuckers in Glykoglobulin, das schnell in den Ge- 
weben fixiert wird, wiihrend allmihlich aus der Leber durch 
Glykogenspaltung neuer Zucker in die Zirkulation gelangt 
Bei groBen Insulindosen entsteht eine Hypoglykiimie, weil die 
Hixierung des Glykoglobulins in den Geweben viel schneller 
vor sich geht als die Mobilisierung des Leberglykogens. 


1) Jl. Am. of Physiol. Bd. 68, S. 144 (1924). 

2) J. of Physiol. Bd. 57, S. 234 (1923). Jl. Am. of Physiol, Bd. 63, 
S. 189 (1923). 

8) Ergeb. der Physiol. Bd. 24, S. 196 (1925). 

') Policl. sez. med, Jq. 32, H. 7, S. 317—334 (1925). 

5) a, a. O. Bd. 10, S. 489 (1925), 

*) Policl. sez. prat. Bd. 39, 8. 1854 (1925). 
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Auch D. Caltabiano ermittelte, daB bei der Insulinhypo- 
clykimie standig eine Verminderung des freien Blutzuckers 
und eine starke Erhéhung des kombinierten Zuckers stattfindet. 

Liotta kommt nach experimentellen und klinischen Be- 
obachtungen zu dem Ergebnis, da die abnorme Anhiufung 
von Acetonkérpern im Blute, sowohl beim Hunde nach Pan- 
kreasexstirpation als auch beim menschlichen Diabetes stets 
mit einem sehr geringen Proteinzuckergehalt des Blutes zu- 
sammenfallt. Insulin fiihrt zur Erhéhung des letzteren und 
sleichzeitig zu Herabsetzung der Acetonimie. So kann der 
Proteinzuckergehalt als Index fiir den Grad der Acetonimie 
angesehen werden. 

Wie aus dem Obigen folgt, sind die Ergebnisse der 
Autoren, betreffend die Wirkung des Insulins auf den Uber- 
gang des freien Blutzuckers in Proteinzucker, einander wider- 
sprechend. Das Insulinwirkungsproblem harrte also in dieser 
Hinsicht einer weiteren Forschung, welcher Aufgabe ich mich 
nun unterzogen habe. 

An Hand meiner colorimetrischen Mikromethode!) der 
Blutzuckerbestimmung, welche bei direkter Anwendung eine 
vorherige Hydrolyse etwa vorhandener Polysaccharide und 
ZuckereiweiBverbindungen gestattet, habe ich eine Unter- 
suchung iiber den gesamten Zuckerwert des Vollblutes (d. h. 
die Summe des freien und des gebundenen Zuckers) des Plas- 
mas und der Blutkérperchen bei Normalen und Diabetikern 
unternommen und die Verteilung der erwihnten Zuckerarten 
bei beiden bzw. unter Insulinwirkung verfolgt. 


Untersuchungsmethoden, 


I. Die Bestimmung des Gesamtzuckergehaltes des Blutzuckers 
nach Hydrolyse. 
Zu simtlichen Bestimmungen diente mir Natriumfluoridblut. 
Das Blut wurde aus der Armvene entnommen. 
In ein Reagensglas werden 2 ccm einer 1°/,igen (wiBrigen) 
Lisung von chemisch reinem Resorcin hineingegeben, 0,1 ccm 
mit einer Capillarpipette entnommenen Blutes zugesetzt, die 


') Diese Zs. Bd. 150, S. 16 (1925). 


Q* 
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Pipette’ mit der Resorcinlésung nachgespilt, 4 ccm 25°/,ige 
chemisch reine Salzsiure hinzugefiigt; das Gemisch wird nun 
tiefstehend in einem siedenden Wasserbade wahrend 11/, Stunde 
erhitzt, bis die anfangs rétliche Farbung des Gemisches einer 
gelbbraunen der sauren Lisung des Anhydrodiglykosekonden- 
sationsproduktes Platz macht, was nach einiger Ubung sehr 
leicht gelingt. 

Die heiBe Fliissigkeit wird sodann durch ein kleines (etwa 
44 mm im Durchmesser) mit heifem Wasser durchtrainktes 
Barytfilter filtriert. Man sorge dafiir, daB sich die Flissigkeit 
nicht unter 60° abkiihlt, sonst beginnt das Kondensationsproduk: 
sich abzuscheiden und bleibt teilweise auf dem Filter zuriick:. 
Man laBt das Filtrat in eine graduierte, im heiBen Wasserbade 
befindliche Glasréhre des von mir in der ersten Abhandlung 
beschriebenen Colorimeters tropfen und vergleicht es mit einer 
in der gleichen Weise behandelten Standardlésung von 0,1 ccm 
einer 1°/,igen Glykoselésung, genau in derselben Weise, wie ich 
das bei i Bestimmung des freien Blutzuckers beschrieben habe. 
Die Zuverlissigkeit dieser Bestimmungsmethode des Gesamt- 
zuckers im Blute wurde von mir in der Weise gepriift, dai 
ich in einer Probe Natriumfluoridblutes getrennt den Gesamt- 
zucker im Plasma und in den Blutkérperchen bestimmt habe 
und unter der Beriicksichtigung des Plasmavolumens, ermittelt 
nach der Methode von Hedin), den Gesamtzuckergehalt des 
Blutes berechnet habe, wobei sich eine gute Ubereinstimmung 
ergab. Die Blutkérperchen wurden dabei nach Zentrifugieren 
und Waschen mit isotonischer Kochsalzlésung auf das urspriing- 
liche Blutvolumen gebracht und in dieser Aufschwemmung der 
Zucker ermittelt. 


II. Die Bestimmung des Gesamtzuckers im Plasma 
nach Hydrolyse. 
Diese Bestimmung wird in der gleichen Weise wie im 
Vollblut ausgefiihrt, nur dient hier als Vergleichslésung meistens 
eine 0,5°/,ige Glykoselisung. 





1) Skand. Arch. Physiol. Bd. 2, S. 134 u. 360 (1891); Pfliigers Arch. 
Bd. 60, S. 360 (1895). 
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III. Die Bestimmung des freien Zuckers im Plasma und 
im Voliblut. 


Da unser kiuflicher rektifizierter Athylalkohol sich als 
noch héher siedende Aldehyde enthaltend herausgestellt hat, 
welche beim Erhitzen mit Resorcin und Salzsiiure die gleiche 
Farbung wie Glykose verursachen, was mich zur Anwendung 
einer 0,5°/,igen Glykosestandardlésung bei der Bestimmung 
des freien Blutzuckers im alkoholischen Blutextrakte bzw. einen 
entsprechenden Abzug von dem ermittelten Blutzuckerwerte zu 
machen veranlaBte, so habe ich nun meine Methode in der 
folgenden Weise vereinfacht. Der kiufliche rektifizierte Alkohol 
wird einer langsamen Destillation unterworfen und die erste 
Hilfte des Destillats zu den Extraktionen des freien Blut- 
zuckers verwendet. Das Residuum von 7 ccm eines solchen 
im Wasserbade verdampften Alkohols mit 2 ccm 1°/,iger Re- 
sorcinlésung und 4 ccm 25°/iger Salzsiure versetzt und wah- 
rend 1 Stunde in einem siedenden Wasserbade erhitzt, ergab 
eine Gelbfarbung, entsprechend einer Lésung von 0,006°/, iger 
Glykose. Kine an Intensitit gleiche Farbung lefert auch Re- 
sorcin mit Salzsiure allein in den obigen Konzentrationsver- 
hiltnissen und Dauer erhitzt. Dieser Wert kann aber ver- 
nachlissigt werden. Hat man sich nun den Alkohol in der 
obigen Weise vorbereitet, so kann man den freien Zucker nach 
2 Verfahren bestimmen. : 


Verfahren B, 

0,1 ccm des Plasmas oder des Vollblutes bringt man in 
ein Reagensglas, in welchem sich bereits 0,5 ccm Wasser be- 
imden, spilt die Capillarpipette durch Ansaugen mit dem 
Wasser nach und figt 5 cem Alkohol hinzu. Nach 1 Stunde, 
oder unbegrenzt mehr, ruhigem Stehen, nachdem sich das Ei- 
weiB gut abgesetzt hat, erhitzt man die Alkoholblutmischung 
vorsichtig im Wasserbade, filtriert durch ein kleines (44 mm 
im Durchmesser), zuvor mit Alkohol getrinktes Filter in ein 
zweites Reagensglas und wiischt das Filter mit 2 ccm Alkohol 
nach. Den Alkoholextrakt dampft man im Wasserbade in der 
Weise vorsichtig ein, daB man es in kleinen Portionen von 
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etwa 3ccm in ein drittes Reagensglas bringt, dieses tief in 
ein siedendes Wasserbad hineinstellt und den Alkohol ver- 
dampft. Zum Residuum setzt man 2 ccm 1°/,igen Resorcins 
und 4 ccm 25°/,iger HCl hinzu, erhitzt in einem siedenden 
Wasserbade wihrend 1 Stunde, filtriert hei8 und vergleicht 
colorimetrisch in angegebener Weise mit 0,i ccm einer in der 
gleichen Weise behandelten 0,2°/,igen Glykoselésung, ohne 
Anwendung jeglicher Korrekturen. 


Verfahren C. 


Oder, was noch einfacher ist, man verfahrt nach meiner 
ersten Methode unter Anwendung des gereinigten Alkohols zu 
der Blutextraktion und einer 0,2°/,igen Glykosestandardlésung. 
Der Abzug des Zuckerwertes fir die ,,Papierzuckerlésung‘ 
fallt hier fort, so da{B man nur mit 2 Lésungen operiert: ini‘ 
der sauren Lésung des alkoholischen Blutextraktes und mit 
der Standardlésung, welche man miteinander vergleicht. Es 
empfiehlt sich, den alkoholischen Blutextrakt vom Léschblitt- 
chen vor dem Verdampfen zu filtrieren durch ein kleines mit 
Alkohol durchtrianktes Filter. 

Ks wurde eine Reihe von Blutzuckerbestimmungen nach 
allen drei Verfahren ausgefiihrt mit guter Koinzidenz der Resultate. 


IV. Die Bestimmung des Proteinzuckerwertes 


geschieht rechnerisch, durch Abzug von dem Gesamtzuckerwert 
des freien Zuckerwertes. 


V. Die Bestimmung des freien und des Proteinzuckers in dex 
Blutkorperchen. 


Die durch Zentrifugieren bei 2000 Umdrehungen in der 
Minute waihrend 10 Minuten vom Plasma abgetrennten Korper- 
chen wurden dreimal mit 0,9°/,iger Natriumchloridlésung ge- 
waschen und mit der letzteren auf das urspriingliche Blut- 
volumen zuriickgebracht. In dieser reduzierten Blutkérperchen- 
aufschwemmung wurde der freie und gebundene Zucker in der 
gleichen Weise bestimmt, wie dies oben fir das Plasma und 
Vollblut beschrieben worden ist. 
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Analytische Belege und deren Besprechung. 


Prifung der Modifikationen meiner ersten Blutzucker- 

bestimmungsmethode. 

Im NaFl-Blut wurde der freie Zucker des Vollblutes be- 
stimmt: nach der ersten Methode A, durch alleinige Extraktion 
mit Alkohol, Verfahren B, und unter Anwendung der J. Bang- 
schen Léschpapierblattchen und gereinigten Alkohols zur Ex- 
traktion, Verfahren C. Die Resultate sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Methode A Methode B Methode C 
Glykose in Vol.-°/, | Glykose in Vol.-°', | Glykose in Vol.-°, 








0,120 0,100 0,098 
0,116 0,107 0,100 
0,105 0,120 0,097 
0,099 0,120 0,110 
Mittel 0,110 Mittel 0,112 Mittel 0,101 


Alle 3 Vertahren lefern gleichwertige Resultate, am 
schnellsten kommt man zum Ziele nach der Methode C, das 
Verfahren B ist aber am genauesten, denn oft list sich von 
den mit Blut getrankten Léschpapierblittchen beim Ver- 
fahren C beim UbergieBen mit Alkohol KiweiB ab, und der 
alkoholische Extrakt muB sodann filtriert werden, denn sonst 
erhalt man ein Plus an Zucker, verursacht durch Siurespaltung 
des KiweiBes. 


Prifung der Methede zur Bestimmung des Gesamtzuckers im 
Vollblute. 


Versuch Nr. 1. 


Bestimmung des Gesamtzuckers im Vollblute. 


0,1 cem NaFl-Blut einer gesunden Person + 2cem. 1°/, Resorein 
+4cem, 25°/, HCl im Wasserbade i'/, Stunden erhitzt. 
Standardlésung(1°/, Glykose) = 7,8 cem 7,8: 7,1 = 1:2, 


7 1 


Blutzuckerlésung = 7,1 


x = 0,9°/, Glykoseim Gesamtblut. 


2) 
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; Versuch Nr. 2. 


Bestimmung des Gesamtzuckers im Plasma. 


0,1 cem Plasma, gewonnen durch 10 Minuten langes Zentrifugieren 
bei 2000 Umdrehungen in der Minute des NaFl-Blutes + 2 cem. 1°‘ 
Resorcin + 4ecem. 25°/, HCl. 


0 


Standardlésung (1°/))= 11 cem | 11:71 = 1:2, 
Plasmazuckerlésung = 7,1 ,, | x = 0,67°/, Glycose im Plasma. 


Versuch Nr. 3, 
Bestimmung des Proteinzuckers in den Blutkérperchen. 

0,1 cem der korrespondierenden (d. h. auf das urspriingliche Blut- 
volumen gebrachten) Kérperchenaufschwemmung + 2 cem. 1°/, Resorcins 
+4cem. 25°/, HCl im Wasserbade 1'/, Stunden erhitzt. 
Standardlésung (0,5°/,) = 8,9cem 8,9:7,4 = 0,5:2, 
Blutkérpercaenzuckerl. = 7,4 ,, J x = 0,416°/, Glykosein den Korperchen. 


Das Blut entstammte einer andmischen Frau. Das Plasma- 
volumen, bestimmt nach Hedin war = 70°/.. Da die Blut- 
kérperchen auf das urspriingliche Blutvolumen mit der iso- 
tonischen NaCl-Liésung gebracht wurden, so berechnet sich der 
(yesamtzuckerwert des Blutes in folgender Weise: 

100:0,67 = T0:a2; x = 0,469; 0,469 + 0,416 = 0,885°/, Glykose 

gefunden 0,900 
Differenz 0,015°/, 


In einer zweiten diabetischen Blutprobe wurden folgence 
Zuckerwerte ermittelt und ebenfalls rechnerisch der Gesamt- 
zuckerwert bestimmt: 


Versuch Nr. 4—6. 


a ; Protein- Gesamt-  Differenz des 
acel event zuckergehalt zucker im berechneten 
zucker im zucker im te Blut berech- 24 gef. Ge- 
-_ , samtzuckers 
Blut Plasma K6érperchen net ‘on Blut 
0,793 °/o 0,823 °/, 0,412°/, 0,823 %/, — 0,030°/, 


Die Methode der Gesamtzuckerbestimmung im Vollblute 
geniigt also den Anforderungen einer quantitativen colorimetri- 
schen Analyse. 














Beitrige zur Physiologie des Blutzuckers. 121 


Die Bestimmung des Gesamtzuckers im Vollblut gesunder 
Personen nach dem Frihstiick. 
Das Blut wurde aus der Fingerbeere entnommen: 
Versuch Nr. 7. Person 1. 


Standardzuckerlésung (1°/,) = 13,6 ccm | 13,6:9,2 = 1:2, 
Blutzuckerlésung = 92 , J a = 0,68%,. 


Versuch Nr. 8, Person 2. 
Standardzuckerlésung (1°/,) = 7,8 cem | 7,8:7,1 = 1:2, 
Blutzuckerlésung =71 , J «= 0,90%,. 

Die Resultate dieser und noch zehn anderer Analysen sind 
in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle II. 








Ne. dew Ver- | Ne: Gow Verncke Gesamtzucker 
suchs person im Vollblut in 
Vol.-°/, 

, 1 0,68 

: 2 0,90 

3 0,64 

10 4 0.90 
_ 3 1,026 
6 0,914 
ae 7 0,934 
"* 8 0,891 
‘a 9 0,909 
ne 10 0,808 
o 1] 0,776 
sa 12 0,736 

| Mittel = 0,759°/, 








Als Mittel aus 12 Bestimmungen ergab sich nach Hydrolyse 
in Gegenwart von Resorcin der Zuckergehalt des Vollblutes 
gesunder Personen zu 0,759°/\. 

Der gesamte Blutzuckerwert, d.h. der freie und der an 
KiweiB gebundene Zucker, ist also um das Vielfache unterschitzt 
worden und das riihrt, meiner Meinung nach, daher, weil bei 
der direkten Siurehydrolyse des Blutes, der vom KiweiB ab- 
gespaltene reaktive Zucker gréBtenteils zerstért wird. Die 
Anwendung von Resorcin in groBem Uberschusse, wie das bei 
meiner Bestimmungsmethodik des Zuckers der Fall ist, schiitzt 
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ed 


den letzteren durch Bildung des Anhydrodiglykoseresorcins von 
der zerstérenden Wirkung der hydrolysierenden Siure. Ich 
erhitzte versuchsweise eine 1°/,ige Glykoselésung in 5°/, H,SO, 
im Autoklaven, wie das von manchen Autoren zur Bestimmung 
des Gesamtzuckers im Blute angewandt wird; nach 4 Stunden 
wurde die Lésung braun gefirbt und ergab nach Neutrali- 
sation, titriert nach der Methode von Pavy-Sahli einen Ge- 
halt an reduzierenden Substanzen = 0,3°/, Traubenzucker. 

Die von mir ermittelten Werte fiir den Gesamtzucker des 
Blutes entsprechen denjenigen maximalen Werten, welche von 
anderen Autoren fiir den freien (d.h. ohne Hydrolyse des 
Blutes) Blutzucker bei Diabetikern ermittelt worden sind. 

So bestimmte z.B. Seegen?) den Blutzucker in einer 
Blutprobe nach 3 Methoden: Girung 0,79°/,, Polarisation 
0,75°/, und Reduktion nach Fehling 0,81°/.. Lépine? 
fand bei einer 69jahrigen Frau im Koma 1,06°/, und er zitiert 
auch einen Fall von Born mit 0,95°/,. Naunyn?) fand im 
Maximum 0,7°/,. Auch Cammidge‘) erwihnt einen Fall vou 
Imri und Skinner mit 0,957°/,.. Vermutlich war in diesen 
Diabetesfaillen der gesamte, an Eiweif im Plasma gebundene 
Zucker schon im Blutstrome abgespalten worden. Eine Stiitze 
findet diese Vermutung in meinen weiter unten beschriebenen 
Versuchen, wo ich in der Tat konstatiert habe, da& bei 2 Dia- 
betikern der gebundene Zucker im Plasma bis auf Spuren von 
0,003°/, reduziert war und dem freien Zucker Platz machte: 

I, Gesamtzucker im Serum 0,7°/,, freier Zucker 0,697°/,. Differenz 
— 0,003 °/, gebundenen Zuckers. 

Il. Gesamtzucker im Serum 0,457°/,, freier Zucker — 0,444°/, 
Differenz — 0,003°/, gebundenen Zuckers. 

Der letztere Diabetiker befand sich wiihrend der Blut- 
entnahme auf kohlehydratfreier Diat, was den niedrigen Blut- 
zuckerwert seines Plasmas erklirt. 

Dem mdglichen Einwande, daB bei meiner Bluthydrolyse 





1) Pfliigers Arch. Bd. 34, S. 388 (1884). 

*) Naunyn, Der Diab. melitus. 8. 188 (1906). 

%) A. a. O. 

*) The insulin treatmentof diabetes p.111. Edinburgh, Livingst. 1924. 
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etwa nicht Zucker, sondern Glykosamin abgespalten wird, dessen 
Chlorydrat nicht vergirbar ist und kein Glykogenbildner ist, 
stelle ich meine zuletzt erwihnten 2 Diabetesfille gegeniiber, 
wo der gesamte, an EKiweiB im Plasma gebundene Zucker schon 
im Blutstrome frei wurde, sowie den Ubergang des freien 
Zuckers in Proteinzucker unter Insulinwirkung, welcher von 
den erwahnten franzésischen und italienischen Forschern auf- 
eefunden wurde, und weiter unten in dieser Arbeit eine 
villige Bestatigung gefunden hat. Zwischen dem freien und 
dem an KiweiB gebundenen Zucker besteht also eine reversible 
Beziehung. Aus der schweren Angreifbarkeit des Glykosamin- 
chlorhydrats im Tierkérper darf man nicht den SchluB ziehen, 
,da8 der im Molekiil des EKieralbumins und anderer Glyko- 
proteide steckende Atomkomplex des Glykosamins der Zer- 
setzung im Tierkérper widersteht. Ks ist nicht bekannt, dab 
nach Aufnahme gréBerer Mengen von WHierklar reduzierende 
oder rechtsdrehende Substanzen in den Harn iibergehen. Auch 
aus anderen Beispielen wissen wir, da8 dieselbe Subsianz, welche, 
fiir sich allein aufgenommen, den Tierkérper unzersetzt durch- 
wandert, dann leicht und vollstiindig oxydiert wird, wenn sie im 
Verbandeeines gréBeren Molekiils dem Organismus einverleibt wird. 

So wird z. B. die Benzolgruppe in einfachen Benzol- 
derivaten nicht angegriffen, das den Benzolring enthaltende 
Tyrosin aber vollstaindig oxydiert.1) Anscheinend verlaufen die 
meisten Reaktionen im Tierkérper gekoppelt. 

Nicht ausgeschlossen ist es auch, da$ das Glykosamin in 
den Proteiden nicht priformiert vorhanden ist, sondern daf es 
sich erst bei der Alkali- oder Siurehydrolyse der Hiweib- 
kérper bildet, indem das dabei entstehende Ammoniak bzw. 
Ammoniumsalze mit dem sich abspaltenden Kohlehydrat in 
statu nascendi reagieren: Lést man Glykose in ammoniakali- 
schem Wasser, so tritt schon bei gewdhnlicher Temperatur 
allmihliche Abnahme der Alkalitiit und Gelb- bis Braunfiirbung 
auf, die Natur der gebildeten Stoffe ist nicht bekannt.*) Beim 





) F. Miller, Zs. Biol. Bd. 42, S. 544 (1901). 
*) Scheibler, Neue Zs. f. Riibenindustrie Bd. 11, 8. 150 zitiert nach 
Lippmann, Chemie der Zuckerarten Bd. I, S. 326 (1904). 














124 B. Glassmann, 


Hinleiten von Ammoniak in eine Lésung von Traubenzucker 
entstehen nach Labord?) kleine Krystalle, die jedoch eben- 
falls nicht naher untersucht sind. 

Da der mittlere EKiweiBgehalt des Menschenblutes 19°, 
ausmacht und der mittlere Gesamtzuckerwert, wie ich das 
finde, = 0,8°/,, so ergibt sich daraus der Kohlehydratgeha!t 
der BluteiweiBkérper = etwa 4°/). 

Nun fand aber Langstein’) bei der Alkalispaltung des 
Serumalbumins etwa 0,5°/, und des Serumglobulins*) etwa 
1°/, kohlehydratartiger Kérper. Da es vorauszusehen war, 
daB bei dieser Arbeitsmethode der gréBte Teil des Zuckers 
zerstért werden mu, so habe ich versuchsweise eine Mischung 
aus 25,0 Nutrose mit 5,0 Traubenzucker nach Langstein be- 
arbeitet. Die Mischung wurde mit 20,0 festen gepulverten 
Kalis so lange auf dem Wasserbade bei einer Temperatur von 
s0—90° digeriert, bis sich eine durchsichtige, braunlich ge- 
firbte Gallerte gebildet hat; sodann wurden 200 ccm Wasser 
dazugefiigt und 3 Tage unter Erhaltung des gleichen Volumens 
auf dem Wasserbade stehen gelassen. SchlieBlich wurde die 
Lésung bis zu einem Gehalt von 10°/, Alkali verdiinnt und 
3 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht, nach dem Erkalten mit 
Essigsiiure schwach angesiiuert, vom Niederschlag abfiltriert 
und die klare braungefirbte Lésung zum dicken Sirup ein- 
sedampft, dieser wurde mit Alkohol so lange versetzt, bis ein 
ausfallender Niederschlag sich nicht mehr léste, und die alko- 
holische Fliissigkeit in so viel Alkohol gegossen, daB der Ge- 
halt an diesem in der Lésung 86°/, betrug. Der dabei ge- 
bildete Niederschlag setzte sich nach 24 Stunden beim Stehen 
am kiihlen Orte als brauner Sirup ab. Die dariiber stehende 
gelb gefirbte alkoholische Lésung gab nach méglichster 
Konzentration die Furfurolreaktion nicht und auch der Sirup 
reduzierte die Kehlingsche Liésung weder direkt noch nach 
3 Stunden langem Kochen mit 5°/, Schwefelsiture und nach- 





) C. R. Bd. 78, S. 82 (1874). 

*) Hofmeist. Beitr, Bd. 1, S. 259 (1901). 

°) Sitzungsber. der Wiener Akad. math.-nat. Kl. Abteil. 26, 112, 
Mai 1903. 














Beitriige zur Physiologie des Blutzuckers. 125 


heriger Neutralisation. Auch nach Pavy-Sahli war kein 
Zucker darin titrierbar. Der Traubenzucker wurde also schon 
bei der so energischen Alkalibehandlung zerstort. 


Bestimmung des Gesamtzuckers im Blute von Diabetikern. 
Versuch Nr. 19. 
Standardzuckerlésung (1°/,) = 11,7 cem | 11,7:11,4 = 1:2, 
Blutzuckerlésung =114 , Ja= 0,974 °/¢. 





Versuch Nr. 20. 
Standardzuckerlésung (1°/,) = 7,2 ecm 72:7, 
Blutzuckerlésung = 7.7 os x= 1 
Die Resultate dieser und noch sechs anderer Versuche 


sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle III. 





Nr. des Ver- Nr. der Ver- yesamtzuckergehalt 

suchs suchsperson im Blute in Vol.-°,, 
19 | 1 0,974 
20 | 2 1,070 
21 3 1.000 
22 4 0,938 
23 | D 1,000 
24 ( 0,700 
25 " 0,895 
26 8 0,926 

Mittel 0.936°/, 








Als Mittel aus 8 Gesamtzuckerbestimmungen in Proben 
diabetischen Blutes ergibt sich ein Wert von 0,936°/, Glykose. 
Aus dem Vergleich der Tabellen IT und III folgt, daB, obwohl 
im allgemeinen der gesamte Blutzuckerwert des Diabetikers 
eréBer ist als der des Normalen, dieses aber doch keine Regel ist. 


Bestimmung des freien Zuckers in den Blutkorperchen 
Normaler und Diabetiker. 


DaB8 die Blutkérperchen Zucker enthalten, folgt aus meiner 
ersten Versuchsreihe, wo ich zur rechnerischen Bestimmung 
des Gesamtzuckerwertes des Blutes, getrennt den Gesamtzucker 
im Plasma und in den Kérperchen unter Hydrolyse bestimmt 
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habe. ' Nun war es erforderlich, die letzteren auch au 
ihren freien Zuckergehalt zu untersuchen. Zu jedem Ver- 
suche wurden etwa 3 ccm NaF l-Blutes bei 2000 Umdrehungen 
in der Minute wihrend 10 Minuten zentrifugiert, 3 mal mit 
0,9°/,iger Kochsalzlésung gewaschen und entweder mit der 
letzteren auf das urspriingliche Blutvolumen gebracht und 
sodann 0,1 com der Aufschwemmung zur Analyse verwendet, 
oder die Kérperchen mit destilhertem Wasser auf 6 ccm ge- 
bracht, 3/, Stunde behufs Himolyse stehen gelassen und 
0.2 com des Hiimolysats angewandt. Die mit einer Capillar- 
pipette abgemessene Kérperchenaufschwemmung oder Lisung 
wurde in ein Reagenzglas gebracht, in welchem sich 0,5 ccm 
Wasser befand, die Pipette durch Ansaugen nachgespiilt, 
mit 5 cem Alkohol versetzt und des weiteren wie bei der 
Bestimmung des freien Blutzuckers verfahren. Der Alkoho! 
wurde zunachst wie beschrieben durch Destillation gereinigt. 


Versuch Nr, 27. Diabetiker A. 
Standardzuckerlésung (0,2°/,) = 7 ecem 


; os freier Zucker = 0 
Blutkérperchenzuckerlés. — keine Firbung 
p 4 


Versuch Nr.32. Normaler A. 
Standardzuckerlésung (0,2°/,) = 7 eem 


‘ , ’ freier Zucker = 0 
Blutkérperchenzuckerlés. — keine Farbung | ° 


Die Resultate weiterer Untersuchungen sind in der folgen- 
den Tab. 1V zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





: Normale Personen Diabetiker 
Nr. des ai Nr. des — 
den Kérperchen den Kérperchen 
33 — 28 — 
34 — 99 
30 _ 
31 oe 








In den Blutkérperchen von Diabetikern und Normalen 
ist also auch nach Hamolyse im alkoholischen Extrakt kein 
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freier Zucker ermittelt worden. Die sich widersprechenden 
Angaben anderer Autoren sind dadurch zu erkliren, daB die 
bei der Fallung des Kérpercheneiweifes angewandten sauren 
Koagulatoren, wie z. B. HgCl, +°HCl, Hg(NO,),-Liésung, Phos- 
phorwolframsiure u. a. einen Teil des Proteinzuckers der Blut- 
kérperchen abspalten. Der Gesamtzucker der Kérperchen ist 
also an KiweiB gebunden und kann nur durch entsprechende 
schonende Hydrolyse ermittelt werden. 

Da der Gesamtzucker des Blutes ein Vielfaches des freien 
Zuckers ausmacht, so war es von Interesse, zu untersuchen, 
wie sich der erstere iiber das Blut verteilt. 


Die Verteilung des freien und des Proteinzuckers auf Plasma 
und Blutkorperchen bei Normalen. 


Person A. 
Versuch Nr. 35. 

Der Gesamtzuckerwert im Plasma: 
Standardzuckerlésung (1°/,) = 10 eem | 16: 7,1 = 1:2, 
Plasmazuckerlésung =71 , | 2=0,710°/, Zucker im Plasma 

Versuch Nr. 35. 
Der freie Zuckerwert im Plasma: 
Standardzuckerlésung (0,2°/,) = 9,9 com) 9,9: 6,8 = 0,2: 2, 
Plasmazuckerlésung = 6,8 ,, J x = 0,187°/, Fr. Zucker im 


Plasma. 
Gebundener Proteinzucker im Plasma: 


0,71—0,137 = 0,5738°/,. 


Versuch Nr. 37. 

Der Protcinzuckerwert der Kérperchen: 
Standardzuckerlésung (1°/,) = 22 eem 22: 7,8 = 1: 2, 
Kérperchenlésung =TS . x = 0,355°/, Zucker. 

Die obigen Ergebnisse und diejenigen von elf weiteren 
Untersuchungen sind in der Tab. V wiedergegeben. 

Die Gesamtzuckerwerte des Plasmas Normaler weichen indi- 
viduell sehr betriichtlich voneinander ab: 0,329—0,729°/,, des- 
gleichen die Proteinzuckerwerte des Plasmas: 0,151—0,580°/, ; 
sroBere Konstanz ist dagegen zu ersehen in den Proteinzucker- 


werten der Blutkérperchen: 0,290—0,500°/,, und besonders in 
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den freien Zuckerwerten des Plasmas: 0,119—0,180°/,. 
mittlere Proteinzuckerwert des Plasmas, in °/, des Gesamt- 
zuckers des Plasmas ausgedriickt, betragt im Mittel aus 12 Be. 
stimmungen 66,50°/,. 
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Tabelle V. 





Der 





suchs 


| Bezeichnung 
Nr. des Ver- | 


| 
1] 


| der Versuchs- 


| 


Gesamt- 
zucker im 
Plasma in 
Vol. -°/, 


0,710 
0,729 
0,592 
0,478 
0,608 
0,500 
0,882 
0,534 
0,815 
0,468 
0,329 


Freier Zuck. | 
im Plasma 


im Plasma | 
in Vol.-°/, 


Proteinzuck. | 


0,324 
0,660 
0,348 
0,151 
0,268 








25 42 2 
seeic [SES s 
N; o N 2 N 
ro or q'. gS ot 
eS | sae 3 
0 St. _ fa 
i’ £EBaS 
Qo, & Kio 
0,355 80,70 
0,350 79,51 
0,340 69,59 
0,500 74,06 
0,300 52,63 
0,290 64,00 
0,351 60,73 
0,368 60,68 
0,385 80,98 
0,320 74,36 
0,380 45,90 
0,366 55,03 

















0,487 


Die Verteilung des freien und des Proteinzuckers tiber Plasma 


und Blutkorperchen von Diabetikern. 


Das Blut wurde aus der Armvene nach dem Friihstiick 


entnommen. 
Person A. 


Versuch Nr. 71. 


(sesamtzucker im Plasma: 


Standardzuckerlésung (1°/,) = 


7,6 ecm } 
Plasmazuckerlosung 7 


eu 3 


Versuch Nr. 72. 
Freier Zueker im Plasma: 


| 7,0: 7,4 = 0,2: 
t= 0,211 °/,. 


Standardzuckerlésung (0,2°/,) 


Plasmazuckerlésung = 7,4 ccm J 


Proteinzucker im Plasma: 
1 — 0,211 


2, 


im Plasma 














a 
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Versuch Nr. 73. 
Proteinzucker in den K6rperchen: 


Standardzuckerlésung (1°/,) = 13,7 cem| 13,7: 7,2 = 1:2, 
Blutkérperchenlésung = 7,2 , J a = 0,525°/,. 


Die weiteren Versuchsergebnisse sind in der Tab. VI zu- 


sammengestellt. 
Tabelle VI. 








| 
| 
| 





| 























to og a eo eae ee rw 
=.9 o $2 as 9 $- oo, oe 2S 
Faun Ss 9, So § , s &°, sm9.c¢ |/s& 0s & 
aS oO Se. S 8 N 2 ano HZ~S2 
SP on g=,° N So i Sa; |S _-2S 
| 34 2 cy 3 Aa gar | Sar ta? a 
| So 2 og a Osa 292 odor long 8 - 
| aa 4 C5 em me Oyen a8 Qo Oe 
A, 1,000 0,211 0,789 0,525 78,90 
B, 0,532 0,226 0,306 0,514 57,52 
c 0,700 0,697 0,008 0,500 0,43 
D, 0,725 0,560 0,165 0,372 22.76 
E, 0,455 0,279 0,176 0,405 38,68 
F, 0,500 0,280 0,220 0,300 44,00 
G, 0,680 0,307 0,373 0,443 54,85 
H, 0,720 0,312 0,408 0,452 56,67 
i 0,457 0,444 0,003 0,500 0,65 
K, 0,455 0,278 0,177 0,380 38,90 
Die Gesamtzucker- und die Proteinzuckerwerte des Plasmas 
, | bei Diabetikern varileren untereinander ebenso in individueller 
Weise wie die gleichen Werte bei Gesunden: 0,455—1°/, und 
0,003—0,789°/,; der freie Zuckerwert wurde zu 0,211—0,697°/, 


ermittelt; gréBere Konstanz ergab sich ebenso wie bei Gesunden fiir 
die Proteinzuckerwerte der Blutkérperchen: 0,372—0,525 iP 

Als Mittel aus 10 Bestimmungen ergab sich fiir den Pro- 
teinzuckerwert des Plasmas, in Prozenten des Gesamtzuckers 
des letzteren ausgedriickt, ein Wert von 39,3°/,, die Hilfte 
also desselben Wertes Gesunder. Von grofem Interesse sind 
ferner die Befunde fiir die Proteinzuckerwerite des Plasmas in 
den Versuchen C, und I,, wo sie gleich Null oder in Spuren 
(0,003°/,) ermittelt worden sind. 

Die Annahme der glykosidischen Natur aller Eiweibkorper, 
mit Ausnahme des Caseins, gab Pavy') Veranlassung, die Ver- 


) Die Physiologie der Kohlehydrate. Deutsch von Grube, Wien, 
Fr. Deutike (1895). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLVIIL. 9 
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mutung aufzustellen, da8 das Casein, welches er kohlenhydrat- 
frei fand, und was sich auch nach meiner Untersuchungs- 
methode bestitigt hatte, sein Kohlenhydrat durch einen fer- 
mentativen ProzeB an die Milch abgegeben habe. Greife ein 
solcher fermentativer ProzeS auch auf andere EiweiBkérper 
des Organismus iiber, so entstehe jene schwere Form des Dia- 
betes, wo trotz kohlehydratfreier Nahrung Zucker gebildet wird. 
Der EiweiBkérper kénne seine Kohlehydratgruppe nicht halten, 
und diese werde dann ausgeschieden. Man miiBte also nach 
der Pavyschen Theorie annehmen, daf die Kohlehydratgruppe 
aus den EiweiBkérpern bei Diabetes ganz oder teilweise schwin- 
den. Ein Beweis fiir seine Anschauungen, welchen Pavy 
selbst nicht geliefert hat, wird nun in schlagender Weise 
durch die obigen Befunde gegeben. 

F. Blumenthal?) benutzte zur Priifung der Anschauung 
Pavys die Gelegenheit, als ein Fall von Coma diabeticum 
zur Autopsie kam, die EiweiBkérper der Leber und des Pan- 
kreas zu untersuchen und kam dabei zum Resultat, daB die 
Nucleoproteide der Leber und des Pankreas, sowohl wie das 
EiweiB der Leber die Kohlehydratgruppe intakt enthielten, 
was scheinbar der Theorie von Pavy widerspricht. Uber seine 
Untersuchungsmethode teilte der Autor nichts mit. Nur eine 
genaue vergleichende quantitative Verfolgung des freien und des 
Proteinzuckers in den entsprechenden Geweben von Gesunden und 
Diabetikern und zwar mit einer Methode, die den abgespaltenen 
Zucker intakt li8t und nicht etwa durch Alkali oder Siurewirkung 
zum gréBten Teil zerstért, kann hier von entscheidendem Wert sein. 


Die Verteilung des Blutzuckers tber Plasma und Korperchen 
bei Diabetikern und bei einer an Morbus Basedowi kranken 
Person vor und nach Insulinwirkung und die entsprechende 
Anderung des Plasmavolumens (nach Hedin). 
Person A,. 


Versuch Nr. 101. 
Gesamtzucker im Blute vor Insulin: 
Standardzuckerlésung (1°/,) = 8,5cecem ) 8,5:7,8= cs: Plasmavolumen 
Blutkérperchenzuckerlésung = 7,8 ,, x = 0,929°/, = 68 °/). 





1) Deutsch. med. Wochenschr. S. 828 (1899). 








Rael 
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Versuch Nr. 102. 
Gesamtzucker im Blute nach Insulin: 


Standardzuckerlésung (1°/,) = 8,7 cem 8,7:7,9 = ie Plasmavolumen 
Blutkérperchenzuckerlés. = 7,9 x = 0,908°/, 65 Fo. 


? 


Versuch Nr. 103. 
Gesamtzucker im Plasma vor Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,5°/,) = 8,6 cem 8,6: 9,1 = 0,5: 2, 


Plasmazuckerlésung = 91 ,, x = 0,530°/,. 


Versuch Nr. 104. 
Gesamtzucker im Plasma nach Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,5°/9) = 8,2 ccm | 8,2: 12,2 = 0,5: 4, 
Plasmazuckerliésung =122, ) «=0,744°,. 


Versuch Nr. 105. 
Freier Zucker im Plasma vor Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,2°/,) = 7,5 cem 15:18) = 02:2, 
Plasmazuckerlésung = 18,5 ,, x = 0,360°%,. 


Versuch Nr. 106. 

Freier Zucker im Plasma nach Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,2°/,) = 9,1 ecm | 9,1:8,65 = 0,2: 2, 
Plasmazuckerlésung = 865, Jf «= 0,190%,. 

Proteinzucker im Plasma vor Insulin: 
0,530 — 0,360 = 0,170 %,. 
Proteinzucker im Plasma nach Insulin: 
0,744 — 0,190 = 0,554°/,. 


Versuch Nr. 107. 

Proteinzucker in den Kérperchen vor Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,5°/,) = 7,1 eem ) 7,1: 7,6 = 0,5: 2, 
Blutkérperchenzuckerlésung = 7,6 ,, x = 0,540°/,. 

Versuch Nr. 108. 

Proteinzucker in den Kérperchen nach Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,5°/)) = 7,5 cem ) 17,5:6,6 = 0,5: a, 
Blutkérperchenzuckerlésung = 6,6 x = 0,442). 


”? 


Person F, mit Morbus Basedowi. 
Versuch Nr. 141. 
Gesamtzucker im Blute vor Insulin: 


Standardzuckerlésung (1°/,) = 14 eem 14,0:8,4 = - Plasmavolumen 
Blutkérperchenzuckerlésung = 8,4 ,, x=0,6°, = 65°). 


g* 
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Versuch Nr. 142. 


Gesamtzueker im Blute nach Insulin: 


Standardzuckerlosung (1°/,) = 14 ccm 14.0:7,7 = ie Plasmavolumen 
Blutkérperchenzuckerlésung = 1,7 ,, x= 0,55°/, = 55°). 


Versuch Nr. 143. 
Gesamtzucker im Plasma vor Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,5 °/5) = 12 cem 12:9,1 = 1,5: 2, 
Plasmazuckerlésung 9,1 2 = 0,380 °/,. 


PP 


Versuch Nr. 144. 
Gesamtzucker im Plasma nach Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,5 °/,) = 7 eem t:7 = 65:2, 
Plasmazuckerlésung mT ., x = 0,500 °/,. 


Versuch Nr. 145. 
Freier Zucker im Plasma vor Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,2 °/,) = 12 cem 12: 8,9 = 0,2: 2, 
Plasmazuckeridsung = 8,9 ,, x = 0,150 °/,. 


Versuch Nr. 146. 

Freier Zucker im Plasma nach Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,1 °/)) = 15 cem 15:6 = 0,1: 2, 
Plasmazuckerlésung = 6, 2 = 0,04 °/,. 

Proteinzucker im Plasma vor Insulin: 
0,380 — 0,150 = 0,280 °). 
Proteinzucker im Plasma nach Insulin: 
0,500 — 0,04 = 0,460 °/). 


Versuch Ny. 147. 


Proteinzucker in den Kérperchen vor Jusulin: 


Standardzuckerlésung (0,5 °/,) = 12cem | 12:8,5 = 0,5: 2, 
Blutkérperchenzuckerlésung = 3,5 ,, J «= 0,854). 


Versuch Nr. 148. 
Proteinzucker in den Kérperchen nach Insulin: 
Standardzuckerlésung (0,5°/,) = 12cem ) 12:6=0,5:a, 
Blutkérperchenzuckerlésung to. & xz = 0,250 °/,. 


I 


Die folgende Tab. VII enthilt eine Zusammenstellung der 
obigen Resultate und der weiterer Analysen. 
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Tabelle VII. 
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Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, findet unter Wirkung 
des Insulins ein Ubergang des freien Blutzuckers in Protein. 
zucker statt, entsprechend den Befunden der in der EHinleitung 
zu dieser Abhandlung zitierten franzésischen und italienischen 
Autoren und zu gleicher Zeit auch eine Zunahme der Blut- 
konzentration, indem das Plasmavolumen sich vermindert, ent- 
sprechend den diesbeziiglichen N-Bestimmungen und refrakto- 
metrischen Daten von Staub?) und Freilich, auch findet ein 
Riickgang des Kérperchenproteinzuckers aut die Norm statt. 


Allgemeine Betrachtungen. 


Aus meiner Untersuchung ergibt sich, daB zur normalen 
Verwertung des Blutzuckers in den Gewebszellen es notwendig 
ist, dab der Zucker an EKiweiB gebunden sei, und diese Bin- 
dung vollzieht sich unter der Wirkung des Pankreashormons. 
Die Synthese des Glykoproteins kann sich vollziehen im Sinne 
des Bildungsmechanismus der Schiffschen?) Basen, indem die 
freien Aminogruppen des Peptidmolekiils mit der Aldehyd- 
sruppe des Zuckers reagieren, beispielsweise im Sinne der 
folgenden Gleichung: 


CH,OH(CHOH),-CH|O + H, 





N-CH,-CO-NH-CH,-CO-NH-CH,COOH . 


Diese Aunsicht findet eine Stiitze in den neuesten Untersuchungen 
von Kostytschew und Brilliant*) und von H. Euler‘) und 
Mitarbeitern. Die von den ersteren konstatierte Abnahme des 
Aminostickstofis bei der Reaktion zwischen Glykose und Gly- 
kokoll tritt schon bei Zimmertemperatur bei solchen niedrigen 
Hydroxylionenkonzentrationen ein, wie sie in biochemisch nicht 
selten vorkommenden Fallen vorhanden sind. Da die Kohle- 
hydratbindung im Peptidmolekiil auch durch schwache Sauren, 
wie z. B. durch Kohlensiure, gelést werden muB, so kann 
dadurch das Entstehen von experimenteller Glykosurie durch 
Siituren und bei Asphyxie durch die sich dabei im Blute an- 





1) Staub, Das Insulin, russisch von Kassil, 8S. 64 (1926). 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 140, S. 123 (1866); Bd. 154, 8. 30 
(1871). 

3) Diese Zs. Bd. 127, S. 230 (1923). 

*) Diese Zs. Bd. 153, S. 1 (1926). 
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hiufende Kohlensiure erklirt werden. Diesem gegeniiber mu 
das Insulin, welches die Siuerung des diabetischen Organismus 
nicht nur beseitigt, sondern bis zur Alkalosis fiihrt, die Glyko- 
proteinsynthese begiinstigen. Unter der Annahme, daB Kohlen- 
siure den Kohlehydratrest aus dem BluteiweiBmolekil ab- 
spalten kann, 1aBt sich annihernd der physiologische Normal- 
zuckerwert des Blutes berechnen. Nach Loewy?) sind in 
100 ccm arteriellen Blutes 11,8 com CO, im Serum an Eiweib 
dissoziabel gebunden und 7,5 ccm CO, an Himoglobin in 
sleicher Bindung. 

Diese CO,-Mengen sind disponibel im Sinne beispielsweise 


folgender Gleichung: 
J 
—N-= CH(CHOH),CH,OH + C0,+H,O => R—N< 
| | ‘COOH 
COOH COOH 


+ CHO(CHOH),CH,OH 
aus dem PlasmaeiweiB 0,093 g und aus dem Hamoglobin- 
eiweiB 0,059 g Zucker zu verdringen, insgesamt also 0,152 g. 
Ks besteht hier vermutlich ein Gleichgewicht, indem nicht alle 
Kohlensiure den Zucker verdrinet. 

Zu erwahnen sind hier die Untersuchungen von Ham- 
burger’): Das Blut und das Plasma der Jugularis enthalten 
nach ihm nicht, wie sich erwarten lieBe, weniger Zucker als 
das der Carotis; die Kohlensiure hat nimlich in hohem Grade 
das Vermégen, Zucker aus den Blutkérperchen in das Plasma 
iiberzufiithren, wihrend der Sauerstoff umgekehrt wirkt (und 
zwar auch in defibriniertem und kiinstlich mit Zucker ver- 
setztem Blute), und durch diese, sich teilweise kompensieren- 
den Kinfliisse kommt eine, fiir die Regelung der Oxydations- 
vorginge in den roten Blutkérperchen, sowie des Stoffwechsels 
in den Geweben héchst wichtige, ausgleichende Tiitigkeit zu- 
stande. 

Den Betrachtungen von C. Funk*) gemiB, kommt fiir die 





1 Die Gase des Kérpers, in Oppenheimers Handbuch der 
Biochemie IV, 1, S. 64 (1908). 

2) Chem. Zbl. 1895, S. 230. 

5) Deutsch. med. Woch. Bd. 37, S. 1260—65. 
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Kntstehung des Diabetes unter anderem auch eine Durch- 
siuerung des Organismus und dadurch bedingte ungeniigende 
Wirkung der Fermente im ungeeigneten Medium in Betracht 
und diese ,,primire Acidosis“ ist oft nicht Folge, sondern Ur- 
sache des Diabetes. Unter den Ursachen diabetischer Er- 
krankungen spielen deshalb auch Magendarmerkrankungen, oft 
schwer erkennbarer Natur, eine wichtige Rolle. Dieser Ge- 
danke von C. Funk kann nun dahin erweitert werden, dab 
eine Anhiufung von Siure im Blute den Kohlehydratrest des 
KiweiBmolekiils abspaltet, wodurch Hyperglykimie und Glyko- 
surie bedingt werden und die nun frei gewordenen Amino- 
gruppen der Siurekomponenten des Proteinmolekiils unter- 
liegen sodann einer Desaminierung unter Hydroxylersatz, wobei 
cs des weiteren zur Bildung der Acetonkérper kommt. 


Zusammenfassung der Resultate. 


1. Ks wird eine colorimetrische Mikromethode zur Be- 
stimmung des Gesamtzuckers und des Proteinzuckers im Blute 
beschrieben, sowie eine Vereinfachung meiner Methode zur 
Bestimmung des freien Blutzuckers. 

Die analytische Verfolgung der Verteilung des freien und 
des Proteinblutzuckers iiber Plasma und Kérperchen bei ge- 
sunden und Diabetikern bzw. unter Wirkung des Insulins, 
ergab folgende, sowohl in qualitativer wie in quantitativer 
Richtung zum Teil von der herrschenden Ansicht abweichende 
Resultate, die auf die zerstérende Wirkung der Alkalien und 
Siuren auf den Blutzucker zuriickzufiihren sind. 

2. Die Blutkérperchen bei Gesunden und Diabetikern ent- 
halten keinen freien Zucker, sondern nur Proteinzucker und 
zwar in ziemlich konstanten Werten: Als Mittel aus 12 Be- 
stimmungen bei Gesunden 0,363 °/, (0,320—0.500) und als 
Mittel von 10 Bestimmungen bei Diabetikern 0,449 °/, (0,300 
bis 0,525). Die teilweise entgegengesetzten Angaben der 
Literatur sind darauf zuriickzufiihren, daB die sauren Kiweib- 
fillungsmittel schon bei gewohnlicher Temperatur den Zucker 
des Hiimoglobins teilweise abspalten. 
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3. Als Mittel aus 12 Bestimmungen des Gesamtzuckers 
im Blute bei Gesunden ergab sich nach Hydrolyse des Blutes 
ein Wert von 0,759°/, und als Mittel von 8 Bestimmungen 
bei Diabetikern 0,942 °/,. 

Diese Gesamtzuckerwerte entsprechen denjenigen maxi- 
malen Werten des freien Blutzuckers, welche in der Literatur 
bei Diabetes konstatiert worden sind. Es Ja8t sich daraus 
‘olgern, daB bei Diabetes der gréfte Teil des an EKiweib ge- 
bundenen Zuckers, infolge vielleicht von Siiurewirkung, ab- 
cespalten und frei werden kann. 

4. Die Gesamtzuckerwerte des Plasmas Gesunder variieren 
ndividuell sehr betrachtlich voneinander: 0,329—0,729 °/,, 
desgleichen die Proteinzuckerwerte des Plasmas 0,151—0,580°/,, 
vréBere Konstanz ergab sich fiir den Proteinzuckerwert der 
Slutkérperchen 0,290—0,500 °/, und besonders fiir den freien 
Zuckerwert des Plasmas 0,119—0,180 °/). 

Der mittlere Proteinzuckerwert des Plasmas, in Prozenten 
des Gesamtzuckers des letzteren ausgedriickt, ergabsichzu66,50°).. 
5. Die Gesamtzucker, die Proteinzucker und die freien 
Zuckerwerte bei Diabetikern sind individueller Natur: 0,455 bis 
1°/,; 0,008—0,789 °/, und 0,211—0,697°/,; eine ziemliche 
Konstanz ergab sich fiir den Proteinzucker der Kérperchen 
0.3872—0,525 °/,. Als Mittel aus 10 Bestimmungen wurde der 
Proteinzuckerwert des Plasmas, in Prozenten des Gesamtzuckers 
des letzteren ausgedriickt, gleich 39,3 °/,, also gleich etwa der 
Halfte des Wertes Gesunder ermittelt. 

Von grofBem Interesse und in Bestiitigung der Schlub- 
tolgerung 3 (vgl. oben) sind die Befunde fiir die Proteinzucker- 


0 


werte des Plasmas bei zwei Diabetikern, wo sie gleich 0 oder 
in Spuren 0,003 °/, sich ergaben, was die Theorie von Pavy 
bestitigt, daB die Kohlehydratgruppen aus den EiweifSkérpern 


hei Diabetes ganz oder teilweise schwinden, wozu Pavy selbst 
keine Beweise geliefert hat. 

6. Unter der Wirkung des Insulins findet ein Ubergang 
des freien Blutzuckers in Proteinzucker statt, entsprechend 
den Befunden von Bierry, Rathery und Konrilsky, sowie 
von Condorelli und Caltabiano u. a, zu gleicher Zeit tindet 
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auch eine Zunahme der Blutkonzentration statt, was sich in 
der Verminderung des Plasmavolumens, bestimmt nach Hedin. 
kundgibt und des weiteren geht der erhéhte Proteinzuckerwert 
der Blutkérperchen auf die Norm zuriick. 

7. Zur normalen Verwertung des Blutzuckers in den Ge- 
webszellen muf er an Ejiweif gebunden sein, und diese 
Bindung vollzieht sich unter der Wirkung des Pankreashormons 
und vermutlich im Sinne der Synthese der Schiffschen Basen, 
indem Insulin, welches die Sauerung des Blutes beseitigt, was 
vermutlich zur Trennung des Zuckers vom EiweiB gefiihrt hat, 
und zur Alkalosis fihrt, die Glykoproteinsynthese begiinstigt. 

8. Der Gehalt des Blutes an freiem Zucker kann dadurch 
erklirt werden, daB ein Teil des an KiweiB gebundenen Zuckers 
durch die an das EKiweiB des Plasmas und der Blutkérperchen 
dissoziabel gebundene Kohlensiure verdriingt ist. Hierdurch 
findet auch ihre Erklarung die Hyperglykimie bei Asphyxie. 

9. Der von C. Funk ausgesprochene Gedanke, dab 
,primire Acidosis“ oft nicht Folge ist, sondern Ursache des 
Diabetes, kann dahin erweitert werden, daB eine Anhiufung 
von Siiure im Blute den Kohlehydratrest des EiweiSmolekiils 
abspaltet, wodurch Hyperglykimie und Glykosurie bedingt 
werden, und die nun frei gewordenen Aminogruppen der Saure- 
komponenten des Proteinmolekils unterliegen sodann einer 
Desaminierung unter Hydroxylersatz, wobei es des weiteren 
zur Bildung von Acetonkérpern kommt. 

10. Die SchluBfolgerung meiner I. Mitteilung, dab im 
niichternen Zustande der Blutzucker bei Gesunden bis aut 
Spuren oder = 0 reduziert werden kann, bezieht sich nur aut 
den freien diffusiblen Zucker. Umgekehrt kann bei Diabetikern 
der gesamte Plasmaproteinzucker schwinden und durch freien 
Zucker ersetzt werden. 


Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, den 
leitenden Arzten des Hospitals M. S. Barsky und M. M. Brai- 
lavsky fir ihre materielle Fiirsorge zur Ausfiihrung dieser 
Arbeit ergebenst zu danken. 


Odessa, den 23. Juni 1926. 




















Weiterer Beitrag zur Aufklarung der Struktur des durch 
fermentativen Abbau aus Casein (Hammarsten) gewonnenen 
Produktes der Zusammensetzung C,,H,,0,N,.” 


Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


Mit 4 Figuren im Text und 3 Figuren auf Tafel II. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juli 1926.) 


Das aus Casein Hammarsten mittels Abbaus durch Trypsin 
gewonnene Produkt C,,H,,O,N, liefert bei der vollstaindigen 
Hydrolyse die Bausteine Prolin und Tyrosin. Eine Reihe von 
Beobachtungen liBt es ungewiB erscheinen, ob ein aus den 
genannten Aminosiuren bestehendes Dipeptid vorliegt. Wir 
haben bereits iiber Versuche berichtet+), die zum Ziel hatten, 
das erwihnte Produkt durch Synthese zu gewinnen. Wir er- 
hielten jedoch nicht das natiirliche Produkt als solches, wohl 
aber gelangten wir zu Verbindungen, die mit solchen identisch 
waren, die wir aus dem ersteren durch einfache Umwandlung 
herstellen konnten (Produkt 2 und Anhydrid 2). Wie weiter 
unten mitgeteilt wird, haben wir mittels spektrophotometrischer 
Untersuchungen”), deren Durchfiithrung wir Herrn Dr. Haas, 





1) Diese Zs. Bd. 153, S. 17 (1926). 

*) Der Notgemeinschaft zur Férderung der wissenschaftlichen For- 
schung sei auch an dieser Stelle fiir die Méglichkeit der Beschaffung 
des kostspieligen Spektrophotometers (Zeiss-Jena) gedankt. 
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Assistenten des Institutes, verdanken, einen weiteren Beweis 
fiir die Identitét der erwiahnten Produkte erbringen kénnen. 

Ks lag uns daran, mittels Synthese direkt zu dem aus 
Casein gewonnenen Produkte zu gelangen. Aus diesem Grunde 
schlugen wir noch einen weiteren Weg zum Aufbau eines aus 
T'yrosin und Prolin bestehenden Produktes ein. Die Beobach- 
tung von R. Willstatter’), wonach «-d-Dibromvaleriansiure 
mit Ammoniak behandelt, Prolin liefert, hat E. Fischer?) 
veranlaBt, diesen Vorgang zur Herstellung von Prolin ent- 
haltenden Polypeptiden zu verwenden. Wir stellten den Athy}- 
ester des inaktiven Dibrom-valeryl-tyrosins dar und 
erzielten aus zwei in ihrer Léslichkeit und ihrem Verhalten 
beim Erhitzen unterschiedlichen Bromacyl-derivaten des Tyro- 
sinesters durch Verseifen und Aminieren in iiblicher Weise 
die Umsetzung zu Prolyl-tyrosin. Daneben gewannen wir 
ein interessantes Nebenprodukt. Das dargestellte Prolyl-tyrosin 
ist durch das Fehlen einer freien Aminogruppe, seine Fihig- 
keit, leicht ein Kupfersalz zu bilden und sein Verhalten beim 
Krhitzen deutlich von der aus Casein isolierten Verbindung, 
dem ,,Produkt I und seinen Umwandlungsprodukten unter- 
schieden. Hs hilt auch nur 1 Mol Krystallwasser (iiber H,SO,) 
fest, das aber bereits bei 50° im Vakuum entweicht. Der 
RingschluB zum Anhydrid ist im Gegensatz zum Produkt ! 
aus Casein erst bei héherer Temperatur zu erreichen. Aus 
dem inaktiven Dipeptid wurden so zwei Anhydride erhalten, 
ein in Alkohol schwer loésliches in Krystallen vom Schmelz- 
punkt 226—228°, das dem Anhydrid II entspricht, jedoch 
optisch inaktiv ist, und ein in Alkohol leicht lésliches An- 
hydrid, aber nur in amorphem Zustand, das bei 190° sintert 
und bei 200° schmilzt. Die Aufspaltung des Piperazinringes 
erfolgte bei diesen beiden Koérpern zu etwa 90°/, zu Dipeptiden 
mit einer freien Aminogruppe, also zu Tyrosyl-prolinen. 
Diese besitzen wohl gro8e Ahnlichkeit mit dem aktiven Pro- 
dukt I], das aus dem durch Verdauung gewonnenen Spait- 





1) Chem. Ber. Bd. 38, S. 1163 (1900). 
2) Chem. Ber. Bd. 37, S. 2842 (1904. 
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produkt des Caseins iiber das Anhydrid erhalten worden war, 
zeigen jedoch bei der Zuriickverwandlung ins Anhydrid einige 
bemerkenswerte Kigentiimlichkeiten. Die vollstandige Methy- 
lierung fiithrte auch bei diesen durch ihr sonstiges Verhalten 
als Dipeptide gekennzeichneten synthetischen Produkten zu 
betainithnlichen Verbindungen, die eine Methoxyl- und wiederum 
4 Methylgruppen am Stickstofi gebunden besitzen, wie das bei 
den bisher beschriebenen offenen Tyrosin-prolinverbindungen 
beobachtet worden ist.’) Andererseits katalysierten beide die 
Kommsche Tryptophan-Aldehydreaktion, wihrend dem _ iso- 
lierten Produkt und seinem Anhydrid I allein von den bisher 
hetrachteten, bei der Hydrolyse T'yrosin und Prolin liefernden 
Verbindungen, diese Fahigkeit nicht zukommt.’) 

Zahlreiche Versuche, unter wechselnden Bedingungen zu 
einem in Wasser schwer léslichen Tyrosyl-pyrolinhydrat mit 
21/, Mol Krystallwasser zu gelangen, hatten keinen Erfolg. 
Obgleich also die synthetischen Kombinationen viele Eigen- 
schaiten mit dem Produkt I aus Casein gemein haben, kann 
man doch nicht mit Sicherheit annehmen, daf einzig und allein 
optische Isomerien die oben genannten Verschiedenheiten im 
Verhalten bedingen. Wir miissen die Méglichkeit offen lassen, 
daB in dem aus dem Casein gewonnenen Produkt das Prolin 
in einer Vorstufe enthalten ist. 


Zur Bestiitigung des Befundes, dai die Prolinkomponente 
allein beim Anhydrid I einer Racemisierung unterlegen ist’), 
haben wir die Hydrolyse mit Schwefelsiure nochmals wieder- 
holt. Wir fanden, da der Verlauf der Anhydridbildung ein 
etwas anderer war. Auch entstand ein schwiicher aktives 
Produkt. Andererseits ergab die Hydrolyse fast vollaktives 
l-Tyrosin, jedoch war das isolierte Prolin nur zu 45°/, der 
Racemisierung unterlegen. Dieser Befund steht jedoch noch 


’) Wie spiiter mitgeteilt werden wird, liefert auch das 1-Leuzyl- 
dl-prolin, in gleicher Weise erschépfend methyliert, nach Herzig- 
Meyer einen Wert, der 4 Methylgruppen am Stickstoff gebunden, ent- 
spricht. 

*) Siehe diese Zs. Bd. 140, S. 74 (1924) und Bd. 148, S. 260 (1925). 
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im Kinklang mit der Annahme, daB eine Halbenolform vor- 
liegen kann (siehe die friihere Abhandlung).’) 
Wie schon erwihnt, haben wir die einzelnen Verbindungen, 
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die fiir die Identifizierung der aus Casein erhaltenen Ver- 
bindung und seiner Umwandlungsprodukte in Frage kamen, 








2,6 pee ) ree 
\ 
all 

i a 4 


| | | 
2,0 — pelea — 














1,8 -— [ 
Eig | | 
1,4 “a 




















2900 8000 3100 8200 3300 
Schwingungszahl 
1-Tryptophan 
Fig. 4. 


spektrophotometrisch untersucht. Das Ergebnis ist in den 
Figg, 1—3 niedergelegt. 
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1) Diese Zs. Bd. 153, S. 25 (1926). 
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Zum Uberblick seien hier kurz die wichtigsten Higenschattey 


tabellarisch angefiihrt: 


Emil Abderhaiden und Hans Sickel, 











ee Empirische 
Verbindung Herkunft ‘ Habitus 
¥ormel 
Produkt I aus Casein isol. C,4H,,0,N, triklin 
Produkt II Anhydrid I C,.H,.0.N. Nidelchen 
so H, 
Tyrosyl-prolin I !-Tyrosyl-l-prolin- | C,,.H,,.0,N, Niidelchen 
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Erlauterung zu den Figuren. 


In den Figuren sind auf der Abszisse die Schwingungs- 
zahlen » eingetragen. Diese geben die Zahl der Schwingungen 


107 . . ¥ -~ . 9 _ 
auf 1mm an; also »y = a wobei die Wellenlinge 4 in A.-E. 


gemessen wird. Die Ordinate gibt den dekadischen Logarith- 
mus des Extinktionskoeffizienten ¢ an; dieser ist nach der 
Jy 


x - log - = berechnet. Dabei ist p der sogenannte 


Schwarzschildsche Faktor fiir das verwendete Plattenmaterial 
(angewandt wurden Agfa-Chromo-Isolar-Platten, fiir die der 
Schwarzschildsche Faktor gleich 1 gesetzt wurde), ¢ die 
Konzentration in Molen im Liter, d die Schichtdicke der Lé- 
sung in cm, J, die Intensitat des einfallenden und J die In- 
tensitiit des durch die Lisung durchgegangenen Lichtes. Voraus- 
setzung fiir die Anwendung dieser Formel fiir Lésungen ver- 
schiedener Konzentration ist die Giiltigkeit des Beerschen Ge- 
setzes, das besagt, daB die Schichtdicken umgekehrt propor- 
tional den Konzentrationen sein miissen, um gleich starke Ab- 
sorptionen zu erreichen. Dieses Gesetz gilt fiir Tyrosin und 
seine Derivate nicht vollkommen, doch ist die Annaherung fiir 
die hier angewandten Konzentrationen so groB, daB es, ohne 
die sonstigen Versuchsfehler zu iiberschreiten, fiir die Berech- 
nung der Werte verwendet werden konnte. 

In den Kurven der Figg.1 und 2 sind nur die Absorp- 
tionen im langwelligen Uliraviolett angegeben. Das Tyrosin 
selbst, sowie alle untersuchten Derivate zeigen deutlich selek- 
tive Absorption; der Bereich der schwachen Absorption liegt 
zwischen 2400 und 2700 A. Die Kurven sind dafiir nicht ge- 
zeichnet worden, da die verschiedenen in diesem Gebiet ge- 
wonnenen Werte eine nur ungeniigende Ubereinstimmung zeigten, 
was wohl daran liegt, daB fiir die untersuchten Stoffe bei diesen 
Wellenlingen das Beersche Gesetz auch nicht mehr angenihert 
gilt. Hingewiesen sei auch noch darauf, daB die Absorption 
mit einer gewissen RegelmiBigkeit abnimmt. Produkt I ab- 
sorbiert am stirksten, das daraus gewonnene Anbydrid I schon 
schwiicher, das aus diesem durch Aufspaltung erhaltene Pro- 
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dukt II absorbiert wieder weniger als Anhydrid I. Das aus 
Produkt II dargestellte Anhydrid II zeigt noch geringere Ab- 
sorption als das Ausgangsmaterial. Die Kurve des Anhydrids II 
ist innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung identisch mit 
der des synthetischen Anhydrids. 

Das aquimolekulare Gemisch von 1-Tyrosin und dl-Prolin 
absorbiert starker, als rein additiv aus der Absorption der 
Komponenten zu erwarten wire. Es sei dabei auf die von 
Figg. 1 und 2 abweichende GréBenordnung der Ordinate in 
Hig. 3 hingewiesen. Auch liegt die Absorption des dl-Prolins 
in einem anderen Wellenlingengebiet als die des yrosins und 
seiner Derivate. In Fig. 4 ist das Verhalten von /-Tryptophan 
im langwelligen Ultraviolett dargestellt. Der eine von uns (A.) 
wird demnachst mit Richard Haas iiber das spektrophoto- 
metrische Verhalten der einzelnen Aminosauren in verschiedenen 
optisch-aktiven Formen berichten und dann auch die bereits 
vorliegende Literatur beriicksichtigen. An dieser Stelle kommt 
es uns nur darauf an, zu zeigen, daB dann, wenn es nicht mit 
absoluter Sicherheit méglich ist, bestimmte Verbindungen zu 
identifizieren bzw. ihre Verschiedenheit nachzuweisen, das 
spektrophotometrische Verfahren zu einem eindeutigen Ergebnis 
fiihrt. Wir sind dabei, alle jene Krystallfraktionen, fiir die die 
Vermutung von Beimengungen bisher noch unbekannter Amino- 
siuren besteht, mittels des genannten Verfahrens zu priifen. Vor 
allem diirfte die Prolinfraktion noch Beimengungen enthalten. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des dl-Prolyl-tyrosins. 


Nach der Vorschrift von R. Willstatter und Ett- 
linger?) stellten wir zunaichst «-d-Dibrom-propyl-malon- 
ester her und verwandelten diesen nach den Erfahrungen 
K. Fischers und Suzukis?) in das e-d-Dibrom-valeryl- 
chlorid. Zur Kuppelung mit racemischem Tyrosinester 


SSD 


‘) Ann. d. Chem. Bd. 326, S. 99 (1903). 
*) Chem. Ber. Bd. 37 S. 2842 (1904). 
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bedienten wir uns des E. Fischerschen Verfahrens.') 21 ¢ 
dl-Tyrosinathylester (2 Mol) wurden in Chloroform gelést und 
in die auf — 10 bis 0° abgekiihlte Lésung 14 g Dibrom-valery]- 
chlorid (1 Mol) in 50 ccm ebenfalls stark gekihltem Chloro- 
form in kleinen Portionen unter kraftigem Schiitteln gegeben, 
Sofort nach Zusatz einer Portion schied sich in weiBen Flocken 
ein Zwischenprodukt ab, das aber bei energischem Schiittely 
wieder in Lisung ging. Nach Zugabe von etwa ?/, des 
Chlorids begann die bleibende Abscheidung von Tyrosinithy!- 
ester-hydrochlorid in gallertiger Form. Nach etwa 5stiindigen 
Stehen bei gew6hnlicher Temperatur war es in feinkrystalline: 
Zustand iibergegangen und lieB sich nun durch Filtration 
leicht abtrennen. Des 6fteren mit Chloroform gewaschen und 
getrocknet, betrug seine Menge 12,5 g, wihrend 12,3 g sici 
berecbueten. Das Filtrat lieB nach langsamem Verdunsten in: 
Vakuum unter 0° zunichst (7,2 g) weibe glainzende Bliattchen 
fallen. Die zweite Krystallisation erfolgte erst nach fast 
vélligem Einengen und Verreiben mit Petrolither (6,5 g). Der 
Rest des Kuppelungsproduktes blieb trotz der Behandlung mi: 
Ather und Alkohol—Petrolather amorph (4,2 g). Die Gesamt- 
ausbeute betrug etwa 79°/,. Zur Analyse wurden die Sub- 
stanzen bei 65° im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 
1. Krystallfraktion: schmilzt zwischen 115 und 116°. 

81,450 mg Substanz bendtigen 1,82 cem n/10-H,SO,-Lésung 
3,13°/, N. 

26,040 mg Substanz liefern 21,410 mg AgBr = 34,99°/, Br. 

2. Krystallfraktion: sintert bei 90° und ist gegen 100° geschmoizen. 

111,0 mg Substanz bendtigen 2,44 ecm n/10-H,SO,-Lésung - 
3,08°/, N. 

32,270 mg Substanz liefern 26,555 mg AgBr = 35,05°/,. 

8. Produkt: kein einheitlicher Schmelzpunkt. 

0,1050 g Substanz bendtigen 2,24 eem n/10-H,SO,-Loésung - 
2,999), N. 

28,050 mg Substanz liefern 23,050 mg AgBr = 34,97°/, Br. 

Fiir C,,H,,O,NBr, (451,02). Ber. 3,10°/, N  35,44°/, Br. 


1) Chem. Ber. Bd. 37, 8. 2486 (1904). 
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Die drei Produkte waren optisch inaktiv. Ihre unter- 
schiedliche Léslichkeit spricht jedoch fiir verschieden konfigu- 
rierte Racemkoérper. Das Produkt 3 stellt wahrscheinlich ein 
Gemisch von Racemkérper A und B dar. 

Bei der nun folgenden getrennten Verseifung und Be- 
handlung mit Ammoniak gelangten wir auch, wie erwartet, zu 
zwei verschiedenen Aminierungsprodukten. Die Versuche 
wurden bei Zimmertemperatur mit 1!/, Aquivalenten normaler 
Natronlauge innerhalb 3 Stunden vorgenommen. Nach kurzem 
Umschitteln konnte jeweils klare Liésung erzielt werden. 
Nach dem Neutralisieren mit aiquivalenten Mengen Salzsiiure 
fiel das Tyrosinderivat amorph aus. Da alle 3 Bromkérper 
keine Neigung zur Krystallisation zeigten, wurden sie in der 
fiinffachen Menge 25°/,igen wiiBbrigen Ammoniaks gelést und 
4+—5 Tage bei etwa 40° der Aminierung unterworfen. In 
iiblicher Weise entfernten wir nach der Silbersulfatmethode 
das Halogen. Aus der ersten Krystallisation und dem Pro- 
dukt 3 resultierte so ein amorpher Kérper, der Eigenschaften 
eines Dipeptids aufwies. Seine Menge entsprach etwa 45°/, 
der Theorie. Da er anfanglich nicht zur Krystallisation zu 
bringen war, wurde er durch 6fteres Umfillen aus Wasser mit 
Alkohol und Ather gereinigt. Mit Alkali gekocht, lie® sich 
Ammoniak nachweisen, wiihrend vorher die NeBSlerreaktion 
negativ war. Um das demnach vermutete Amid zu entfernen, 
ueBen wir eine sorgfaltige Behandlung mit Essigester folgen. 
Das iiber Schwefelsiiure getrocknete weiBe Pulver sinterte 
dabei zusammen. Der Essigester nahm nur wenig Substanz 
aut. Doch konnte das beliebig oft wiederholt werden, was 
bedeutete, daB das gesamte Produkt von groBen Mengen 
Lésungsmittel aufgenommen werden konnte. Beim Abkiihlen 
erfolgte jedoch keine Ausscheidung. Erst nach dem Verjagen 
des Kssigesters hinterblieb ein weiBes Pulver von nicht er- 
xennbarem krystallinem Gefiige. Wir fillten es darauf noch- 
mals aus der verdiinnt-alkoholischen Lisung mit Ather und 
konnten schlieBlich aus Wasser durch langsames Verdunsten 
‘m Vakuum den Kérper in deutlich mikrokrystallinischem Zu- 
stand gewinnen. Dieses Produkt verglichen wir nun mit dem 
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urspriinglichen durch Umfillen gereinigten amorphen Korper 
und fanden bei der alkalischen Verseifung iiberraschend quan- 
titative Ubereinstimmung im Amidgehalt. Die Substanzen, 
iiber Schwefelsiure getrocknet, ergaben: 

60,070 mg der kryst. Substanz liefern in 3 Stunden mit 30°/,iger 
KOH gekocht; 0,67 cem n/10-H,SO,-Lésung fquiv. N als NH, = 
1,56°/, N. 

71,350 mg der amorphen Substanz liefern bei gleicher Bebandlung 
0,78 cem n/10-H,SO,-Lésung fiquiv. N als NH; = 1,53°/, N. 

Beide Korper sind also augenscheinlich einheitlicher Natur. 
Auch in den anderen Eigenschaften gleichen sie sich. Blaues 
Lackmuspapier wird gerade noch schwach gerétet. Millon-. 
Ninhydrin- und Xanthoproteinreaktion fallen positiv, Dinitro- 
benzoesiiure- (auf CO-Gruppe) und Biuretreaktion negativ aus. 
Der “eschmack ist fade. Beide sind hygroskopisch, optisch 
inaktiv und bilden mit Kupferoxyd gekocht, blaue Liésungen. 
Nur beim Erhitzen im Rohr war ein kleiner Unterschied fest- 
zustellen. Wihrend das amorphe Produkt bei 115° sintert 
und bei 130° geschmolzen ist, erweicht das krystallinische erst 
2° unter diesem Schmelzpunkt. Die krystalline Substanz iiber 
Schwefelsiure getrocknet, ergab folgende analytische Daten: 

69,550 mg benétigeu 4,74 cem n/10-H,SO,-Lisung (Kjeldah!}). 

5,350 mg liefern 11,105 mg CO, und 3,395 mg H,O. 

23,960 mg liefern nach vy. Slyke 0,70 cem N bei 740 mm und 18 
nach 5 Min. = 1,67°/, NH,N. 

27,430 mg liefern nach v. Slyke 0,91 eem N bei 747 mm und 18 
nach 15 Min. = 1,91°/, NH.H. 

Fir C,,H,,0,N. + H,O (296,24). 

Gef. 56,40°9/, C 17,079, H 9,54°%, N _—-1,56°/,) NH,N 

Ber. 56,71 6,80 9,46 — 

Diese Werte entsprechen nur zum Teil der empirischen 
Zusammensetzung eines Prolin-tyrosins + 1H,O. Im Wider- 
spruch damit steht der Amidstickstoffbefund bei der Ver- 
seifung und bei der van Slykebestimmung. Die in letzterem 
Falle héheren Werte erkliiren sich, wie das aus dem langere 
Zeit umfassenden Versuch hervorgeht, durch teilweise Aufspal- 
tung der Siureamidbindung, wie das friiher schon beobachtet 
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werden konnte. Prolyl-tyrosin liefert, wie unten mitgeteilt wird, 
in 5 Minuten fast keinen Stickstoff. 

Erst die quantitative Verfolgung des Verhaltens bei 
héherer Temperatur lieferte uns in Verbindung mit der Mole- 
kulargewichtsbestimmung den Aufschlu8, daB hier mit groBer 
Wahrscheinlichkeit eine merkwirdig stabile Molekil- 
verbindung von 2 Mol. Prolyl-tyrosin und 1 Mol. 
Dioxy-valeryl-tyrosinamid vorliegt. Diese beiden Ver- 
bindungen sind ja isomer. 

29,760 mg Substanz verloren nach 4 Stunden bei 50° im Vakuum 
iiber P,O; 2,420 mg = 8,13°/, Gewichtsverlust (Probeentnahme). 

25,020 mg Substanz verloren nach 6 Stunden bei 105” im Vakuum 
iitber P,O,; 0,525 mg = 2,10°/,. 

Gesamtgewichtsverlust: 10,23°),. 

6,170 mg dieser getr. Substanz liefern 0,47 ccm N (747 mm, 16°) 
8,34°/, N. 

0,1301 g tiber H,SO, getr. Substanz, in 4g H,O gelést, ergaben 
nach Beckmann D = 0,20". 

Molekulargewicht: gef. 301. 

Die Probe zeigte keine Ninhydrinreaktion, gab aber mit 
Dinitrobenzoesiure, in Sodalésung gekocht, Rotfirbung. Im 
Schmelzréhrchen sinterte die Substanz gegen 155°, bildete ab 
166° einen zihen Schaum, der bei 215° diinnfliissig wurde. 
Gegen 240° erfolgte erneute Zersetzung unter Aufschiumen. 

Fiir die Mol.-Verbindung 2 (C,,H,,0,N,+H,0)-C,,H,,0,N,, 
Mol.-Gew. 888,7 ber. 
Verlust von 4 Mol. H,O: 8,11°/,. Gef. 8,13°/, Gewichtsverlust, 


~- ut , Mae.  . ae. " 
Fir 2(C,,H,.0,N.)°C,4H,,0,;N. 
Ber. Mol.-Gew. 799,4:8,76°, N Gef. 8,849, N 


Ks entsteht also zuniichst aus dem vorhandenen Prolyl- 
tyrosinhydrat das Anhydrid, und zwar schon bei 50° im Va- 
kuum. Bei 105° wurde aus dem Amid Ammoniak ab- 
gespalten, und es entstand jedenfalls Dioxy-valeryl-tyrosinlacton, 
wie das von EK. Fischer und Reif bei dem Oxy-isocapronyl- 
prolinamid beobachtet worden ist.!) DaB Halogenacylderivate 
der Aminosiiuren unter den iiblichen Aminierungsbedingungen 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 363, S. 118 (1908). 
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oxyacylierte Amide liefern, wurde bei jenem Ké6rper und 
einigen anderen Halogenacylderivaten von Aminosiiuren mit 
tertiarem Stickstoff ebenfalls von EK. Fischer und Gluud 
testgestellt.1) Bei Tyrosinderivaten ist dies der erste beob- 
bachtete Fall. Obgleich die gebildete Amidmenge von 30°), 
hinter den dort beobachteten Ausbeuten weit zuriickbleibt, 
sewinnt der Fall hier doch fiir die Aufklirung des Chemismus 
dieser eigenartigen Umsetzung besonderes Interesse, da hier 
xein tertiirer Stickstoff vorliegt. 

Wie die Molekulargewichtsbestimmung dartut, zerfillt die 
yvermutliche Molekilverbindung in Wasser. Fiir ihr Vorliegen 
spricht auBer den Lésungsversuchen und den Beobachtungen 
yeim Erhitzen die Analyse: 

Fiir 2(C,,H,,0,N,H,0)-C,,H,,0;No. 
Ber. 56,71°/, C  6,80°/, H  —-9,46°/, N._—-1,57°”, NH,-N (NH,-N) 
1, Mol.-Gew. 296 
56,40 7,07 9,54 1,56 NH,-N 
1,67°', NH,-N 


fa) 


ef. 


1, Mol.-Gew. 301 

Das vorliegende Aminierungsprodukt war nach seiner Zu- 
sammensetzung wohl interessant, aber fiir unser beabsichtigtes 
Ziel — Uberfiihrung in Tyrosylprolin — nicht geeignet. 
Brauchbar erwies sich dafiir das Produkt, welches wir aus 
der zweiten Krystallfraktion des Bromkérpers durch Ammo- 
niakeinwirkung erhielten. Nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sleren aus verdiinntem Alkohol lag das gewiinschte Proly!l- 
tyrosin in einer Ausbeute von 45°/, der Theorie in farblosen 
feinen Nadelchen vor. Die wibrige Loésung reagiert gegen 
Lackmus deutlich sauer. Ninhydrin- und Millonreaktion sind 
positiv. Die Dinitrobenzoesiure- und Biuretreaktion fallen 
negativ aus. Uber Schwefelsiure getrocknet, schmilzt das 
Produkt bei 217° unter Zersetzung. Es bildet leicht das 
<upfersalz, das in Wasser gut, in Alkohol unléslich ist. Der 
K6érper selbst ist in Wasser leicht léslich, in verdiinntem 
Alkohol und Essigester schwer und in absolutem Alkohol un- 
‘éslich. Das Dipeptid ist optisch inaktiv, besitzt bitteren Ge- 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 369, $. 247 (1909). 
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schmack und beschleunigt den maximalen Ausfall der Trypto- 
phanaldehydreaktion nach Komm.’) 
63,120 mg Substanz iiber H,SO, getrocknet, bendtigen 4,37 cem 
n/10-H,SO,-Lésung. 
7,900 mg Substanz tiber H,SO, getrocknet, liefern 16,850 mg CO, 
and 4,835 mg H,0O. 
Bei der van Slyke-Bestimmung wurde in 5 Minuten kein N frei. 
Fiir C,4H,,O,N, + '/, H,O (287,338). 
Ber. 58,499/, C 6,67°/, H 9,759, N 
Gef. 58,10 6,85 9,70 


dl-Prolyl-tyrosinanhydrid. 

Bei 105° in Vakuum tiber P,O, konnte nur 1/, Mol H,O 
entfernt werden. Erst bei 180° verliert die gepulverte Sub- 
stanz im Verlauf von etwa 6 Stunden ein weiteres Mol H,O 
unter Sinterung bis zum SchmelzfluB, der beim Erkalten er- 
starrt. Aus viel verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, resul- 
tiert kein einheitliches Produkt. Es zeigte sich, daB ein Ge- 
misch vorlag. Die Ninhydrinreaktion ist negativ, die Anhy- 
drid- und Miullonreaktion sind positiv. Der Schmelzpunkt 
liegt bei 222°. Von Wasser und absolutem Alkohol wird es 
nur teilweise gelést. Eine Trennung konnte schlieBlich durch 
Behandlung des trockenen Pulvers mit kaltem, absoluten 
Alkohol erzielt werden. Der Riickstand war in heiBem Al- 
kohol schwer léslich. Er krystallisierte daraus in farblosen, 
diinnen, quadratischen Plittchen vom Schmelzp. 226—228°. 
Die Ninhydrinreaktion ist negativ, Millon- und Carbonylreak- 
tion sind positiv. In Wasser ist das Anhydrid schwer léslich, 
leicht nur in Ammoniak und in Hisessig. Es schmeckt schwach 
hitter. Seine Menge betrug etwa 50°/, der Theorie. 

8,755 mg Substanz liefern 0,83 cem N bei 751 mm und 19°. 

Fiir C,,H,,N.O, (260,2). 
Ber. 10,76°/, N Gef. 10,94°/, N 

Aus dem Alkoholextrakt wurde das leichtlésliche Anhy- 
drid in ann&ihernd der gleichen Menge (etwa 50°/, der Theorie) 
durch Einengen erhalten. Es zeigte die gleichen Reaktionen, 





) Vgl. diese Zs. Bd. 140, 8S. 74 (1924) und Bd. 148, 8. 260 (1925). 
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besaB aber keine Neigung zum Krystallisieren. Das iiber 
Schwefelsiiure getrocknete amorphe Pulver sintert von 190° 
ab und ist bei 200° geschmolzen. 





9,320 mg Substanz liefern 0,85 cem N bei 751 mm und 19°. 
Fiir C,,H,,0,N. (260,2). 
Ber. 10,67°/, N Gef. 10,539, N 
Wir bezeichnen das schwerlésliche Anhydrid mit ,,dl-Ty- 
rosin-prolinanhydrid II“ und das leichtlésliche Anhydrid mit 
,dl-Tyrosin-prolinanhydrid III. 


dl-Tyrosyl-prolin. 

Die Aufspaitung des Piperazinringes wurde bei beiden 
Anhydriden mit n-Bariumhydroxydlésung bei 40° in etwa 
11/,°/,iger Konzentration vorgenommen. Nach 2—3 Tagen 
war die Ninhydrinreaktion stark positiv und die mit Dinitro- 
benzoesiiure verschwunden. Gleichzeitig lieB si¢h die Hilfte 
des Stickstoffs zu etwa 90°/, in primiérer Aminogruppe nach 
van Slyke (5 Minuten) feststellen. 

0,75 g dl-Tyrosin-prolinanhydrid I] in 50 cem Lésung enthalten 
60 eem N nach van Slyke; fiir 1 cem (1,2 ccm N). 

Gef. 1,10 eem = 91°/, NH, —N. 

0,70 g dl-Tyrvsin-prolinanhydrid Ili in 50 cem Lésung enthalten 
56 ccm N fiir 1 eem (1,12 cem N). 

Gef. 1,07 cem N = 92°/, NH, —N. 

Ein kleiner Teil der vom Barium befreiten Lisung des 
aufgespaltenen Anhydrids Il wurde auf dem Wasserbad zur 
T'rockene eingeengt. Selbst bei kleinem Volumen wurde keine 
Krystallabscheidung beobachtet. SchlieBlich war alles Wasser 
verdunstet. Beim Aufnehmen mit wenig Wasser verwandelten 
sich die amorphen Lamellen in gut ausgebildete, sehr schwer 
lésliche Plittchen vom Schmelzp. 239—240° unter geringer 
Zersetzung (Fig. 1). Die negative Ninhydrin- und _ positive 
Jarbonylreaktion, sowie der Umstand, da8 kein Kupfersalz 
(mit CuO gekocht) gebildet wird, bestitigten die Vermutung, 
daB sich wieder Anhydrid gebildet hat. 

Die Wasserabspaltung bzw. der RingschluB erfolgt also 
bei diesem Dipeptid {vgl. unten!) ganz tiberraschend leicht. 
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Die Hauptmenge der Lésung engten wir deshalb bei 35° im 
Vakuum bis auf ein kleines Volumen und dann iiber Schwefel- 
siure bei Zimmertemperatur bis auf wenige Kubikzentimeter 
ein. Es hatten sich dann farblose quadratische diinne Plattchen 
(Fig. 2) ausgeschieden. Mit Alkohol und Ather gewaschen, 
schmilzt der Kérper bei 165°, erstarrt sofort wieder, um er- 
neut bei 235—237° zu schmelzen. Er schmeckt schwach fade, 
zeigt Ninhydrin- und Millonreaktion, aber keine Carbonyl- 
reaktion und bildet mit Kupferoxyd leicht eine blaue Lésung. 
In Wasser ist er schwer lislich, in Alkohol und den gebrauch- 
lichen organischen Solvenzien bis auf Eisessig unldslich. 

6,250 mg lufttrockene Substanz liefern 0,485 cem N bei 748 mm 
und 17°. 

Fiir C,,H,,0,N, + 2H,O (314,26). 
Ber. 8,91°/, N Gef. 8,99°), N 


Uber Schwefelsiure im Vakuum verliert dieser Kérper 
sein Krystallwasser und schmilzt dann bei 135°, erstarrt und 
schmilzt dann zum zweitenmal bei 237—238°. 

47,000 mg lufttrockene Substanz verloren bei 50° im Vakuum iiber 
P.O, in 2 Stunden 7,075 mg = 15,05°/). 

38,390 mg hiervon verloren bei 105° im Vakuum iiber P,O,; in 
5 Stunden 0,785 mg = 1,99°)). 


Fiir 3H,O Verlust bei C,,H,,O,N, + 2H,0. 
Ber. 17,20°/, Gef. 17,04°), 

22,820 mg tiber H,SO, getrocknete Substanz verloren bei 105° im 

Vakuum iiber P,O; in 1 Stunde 1,480 mg = 6,48°/). 
Fiir 1H,O Verlust bei C,,H,,O,N,. 
Ber. 6,47°/, 

Das getrocknete Produkt zeigt die typischen Anhydrid- 
reaktionen. Die Millonreaktion ist positiv, die mit Ninhydrin 
negativ. Der Geschmack ist schwach bitter. Im Widerspruch 
hierzu aber steht das Verhalten im Schmelzréhrchen. Nach 
jedem der 3 Trockenversuche wurde niamlich das gleiche Er- 
gebnis gefunden wie beim krystallwasserfreien Produkt: bei 
135° vélliges Schmelzen, dann Erstarren und Wiederschmelzen 
bei 237—238° Auch die van Slykebestimmung bestitigte 
den RingschluB, da innerhalb 5 Minuten kein Stickstoff in 
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Freiheit gesetzt wurde. Das unterschiedslose Verhalten beim 
Erhitzen ist sehr merkwiirdig. 

Die analog durchgefiihrte Aufspaltung des dl-Tyrosin- 
prolinanhydrids III lieferte aus Wasser bei langsamem Ein- 
engen schwach gelb gefirbte Plittchen, die zu Rosetten 
angeordnet waren und eigenartig gekriimmte Flachen aui- 
wiesen (Fig. 3). Die lufttrockene Substanz schmolz scharf bei 
236°. Die Ninhydrinreaktion war schwach positiv, die mit 
Millons Reagens positiv, aber die Probe mit Duinitrobenzoe- 
siure auf CO-Gruppen negativ. Der Geschmack ist schwach 
fade. 

13,081 mg Substanz liefern nach van Slyke 1,10 cem N bei 753 min 
und 19°=4,87°, NH,-N. 

5,740 mg Substanz liefern 0,48 cem N bei 753imm und 19) 
9,69°/, N. 


Fir C,,H,.0,N, + H,O (296,24). 
Ber. 9,46°, N Gef. 4,73°', NH-N 
Auch hier konnten wir ein eigenartiges Verhalten dieses 
Kérpers bei héheren 'emperaturen feststellen. 


27,330 mg lufttrockene Substanz verloren bei 105° im Vakuum 
liber P,O, in 5 Stunden 3,950 mg = 14,45"/). 


) 


Fiir 11/,H,O Verlust bei C,,H,,O,N, + H,O. 
Ber. 14,75°/, 
Kine entnommene Probe zeigte positive Ninhydrin- und 
Millonreaktion, negative Carbonylreaktion und schwach faden 
(seschmack. Die Substanz schmilzt bei 126°, schiumt bei 
127° auf, der Schaum erstarrt, um zwischen 237 und 235° 
yon neuem zu schmelzen. 
15,915 mg der vorgetrockneten Substanz verloren bei 105° nach 
3 Stunden weitere 0,575 mg = 3,61°,,. 
Fiir 1/,H,O Verlust bei C,,H,,O,N, + '/.H,O. 
Ber. 3,35 °/,. 


Nun fallt die Ninhydrinreaktion negativ aus, waihrend die 
Carbonylreaktion und die nach Millon positiv sind. Diese 
zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz schmilzt scharf bei 
236—237°. Eine Handhabe, diese Kigentiimlichkeiten bei den 
beiden Tyrosyl-prolin-peptiden aufzukliren, hat sich leider 
nicht ergeben. 
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Beide Produkte beschleunigten den maximalen Ausfall 
der Trptophanaldehydreaktion nach Komm. 

Methylierung. Aus den beiden Tyrosyl-prolinpeptiden 
erhielten wir in der friiher beschriebenen Weise erschépfend 
methyliert *) das gleiche Produkt. Es bildete wiederholt aus 
Alkohol mit Ather gefillt (wasserfrei!) mikrokrystallinische 
Nidelchen, die, itber Schwefelsiture im Vakuum getrocknet, bei 
181° scharf schmelzen und sich bei 183° zersetzen. Die Carbonyl- 
und Ninhydrinreaktion waren negativ, die Millonreaktion erst 
nach Erwiarmen positiv. Mit KBiJ, in schwefelsaurer Lisung 
entstand Fallung. Das Produkt ist sehr hygroskopisch. 

60,600 mg Substanz verloren bei 105° im Vakuum iiber P,O; nach 
8 Stunden 6,565 mg. 

6,760 mg Substanz getrocknet, liefern 0,48 eem N bei 752 mm 
und 20°. 

3,440 mg Substanz getrocknet, liefern nach Zeisel 2,320 mg AgJ, 
nach Herzig-Meyer 9,13 mg AgdJ. 

Fiir C,,H,,0,N, + C,H;OH (394,2). 
Verl. von C,H,OH ber. 11,7°/, Gew.-Verl., gef. 10,83 °,. 

Fiir C,,H.,0,N. (348,2) [1CH,O- und 4CH,(N)-Gruppen'. 

Ber. 8,08°/, N 8,90°/, CH,O 7,26°,, CH,(N) 

Gef. 8,18 8.91 16,96 


Wiederholte Hydrolyse des ,,Anhydrids I“. 
Fein gepulvertes ,,Produkt I“ (aus Casein) wurde im Va- 
kuum tiber P,O, entwissert: 
0,69804 g wogen nach 12 Stunden bei 105° getrocknet 0,59484 g 
weiterhin nach 8 s » 125° “ 0,56263 g 
ber. f. Verl. von 31/, H,O 0,56280 g 
Im Gegensatz zur friiheren Beobachtung mu8 also hier 
die Temperatur, um vollige Entwiisserung zu erzielen, von 105 
auf 125° gesteigert werden. Auch trat nicht wie damals 
Sinterung zum Schmelzflu8 ein. Das Ausgangsmaterial war 
aber in genau der gleichen Weise wie friiher gewonnen und 
gereinigt worden, nur war es mehrere Monate aufbewahrt ge- 
wesen. Die Carbonylreaktion war positiv, wie auch die mit 
Millons Reagens, die mit Ninhydrin fiel negatiy aus. Schmelz- 


1) Diese Zs. Bd. 153, 8. 32 (1926). 
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punkt 187°. Da die Anhydrisierung einen anderen Verlauf 
gezeigt’ hatte, leBen wir eine optische Untersuchung folgen. 
Ks zeigte sich eine etwa 20°/,ige Verringerung der Aktivitit 
des Anhydrids gegen den damaligen Befund. 

0,1174 g in abs. Alkohol zu 4,8320 g gelést, d?°° = 0,805. 

1 dm3°° = — 1,54° (+: 0,015) []20°= — 78,74° (+ 0,79), 

friiher = — 102,5°. 

Die Hydrolyse wurde mit 25 volum®/,iger Schwefelsiure 
bei Siedetemperatur 18 Stunden durchgefiihrt. Die Aufarbei- 
tung und Trennung waren die iiblichen. 

In annihernd iquimolekularen Mengen wurden 0,125 ¢ 
Prolin und 0,175 g Tyrosin isoliert. 

0,1609 g Tyrosin in 21°/,iger HCl zu 6,7210 g gelést, d'8°=1,120. 

1 dm}** = — 0,22° (+ 0,005°) [a]}§ = — 8,20° (+ 0,15°) (f. 1-Tyrosin 


[«]Z° = — 8,64°). 
Dagegen: 
0,1206 g Prolin in Wasser zu 6,1195 g geldst, d}°°= 1,020. 
1 dm},°°= — 0,92° (+ 0,01°) [a]},8° = — 45,779 (+ 0,4°). 


Aus dem Produkt I erhielten wir durch saure Hydrolyse 
ein hochaktives Prolin mit [@]'** = — 82,71°. 

Wahrend wir friiher') aus Anhydrid I fast kein alkohol- 
lésliches Prolinkupfersalz isolieren konnten, betrug hier der 
Anteil an inaktivem Prolin nur 45°/, der Gesamtmenge, was 
wir auch durch die Umwandlung in die Kupfersalze bestatigen 
konnten. Auffallend ist aber, daB nur die Prolinkomponente 
einer Racemisierung unterworfen war. Mit der Abnahme der 
Anhydridaktivitit sinkt also scheinbar auch der Grad der Race- 
misierung der Prolinkomponente bei der Anhydridbildung. 


Versuch, aus technischem Casein das ,,Produkt I“ zu gewinnen. 


Zur Verbilligung der Herstellung des Produktes I hatten 
wir schon friiher ohne Erfolg Versuche mit dem Casein des 
Handels (,,Nutrose“, ,,.Plasmon“) angestellt. Unter Beriicksichti- 
gung des Natriumgehaltes dieser Priparate, die jedenfalls 
Dinatriumcaseinat darstellen, fiihrten wir die Verdauung mit 





1) Diese Zs. Bd. 153, S. 25 (1926). 
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frischem Pankreasgewebe, wie friiher, durch, jedoch ohne Soda- 
gusatz, da wir die p,, dieses Verdauungsgemisches mit 7,1 
sehr nahe der des mit Soda angesetzten Gemisches bei 
Hammarsten-Casein feststellen konnten. Neben diesen beiden 
Versuchen fiihrten wir noch einen dritten mit Hammarsten- 
Casein aus. Wir setzten an Stelle der Soda-Natronlauge, und 
zwar in der gleichen Menge, wie sie das technische Casein- 
produkt aufweist, 100g Casein, 55 com n-NaOH, 950 ccm 
Wasser und '/, einer mittelgroBen Pankreasdriise. Der Na,O- 
Gehalt ist so 1,71°/,, wie beim Handelsprodukt. Die p,, be- 
trug 7,12. 

Die drei Proben ergaben bei gleicher Aufarbeitung in der 
iriiher beschriebenen Weise: 

1. Das billige Handelscasein lieferte kein Produkt I, ob- 
gleich die T'yrosinabscheidung ebenso bald und in gleicher Menge 
wie bei den Verdauungsversuchen mit Hammarsten-Casein er- 
folgt war. 

2. Der, wie friiher, mit Casein (Hammarsten) und Soda- 
zusatz durchgefiihrte Versuch lieferte 2,1°/,, reines Produkt I. 

3. Der ebenfalls mit Casein (Hammarsten), aber mit 
Natronlauge durchgefiihrte Versuch ergab fast dieselbe Aus- 
beute an dem gesuchten Kérper, 2,2°/,,. 

Wir kénnen nun im Zusammenhang mit den friheren 
Yersuchen aussagen, dai das gewéhnliche Handelscasein in 
der Beziehung eine Verinderung erlitten hat, als es das von 
uns aufgefundene ‘yrosyl-prolinprodukt nicht mehr liefert. 

Kin Verdauungsversuch, der mit einem alkoholischen 
Extrakt aus Hammarsten-Casein (0,5°/, der Gesamtmenge durch 
abs. Alkohol im Soxhlet extrahierbar) durchgefiihrt wurde, 
lieferte kein mit Hg-Reagens fallbares Produkt, das Tyrosyl- 
prolin gebunden enthielt. 
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Aur EKinfiihrung, 

Die Tatsache, daB die Wirkung der Enzyme durch geringe 
Mengen fremder Stoffe oft stark geschwicht wird, ist lings: 
bekannt. Frith wurde auch erkannt, daB die in dieser Hin- 
sicht wirksamsten Stoffe in den meisten Fallen zu den durch 
ihre schidlichen Wirkungen auf den lebenden Organismus 
charakterisierten Guiften zihlen. Die Wirkung von z. Bb. 
kleinen Mengen Schwermetallsalzen auf Enzyme wurde des- 
halb Giftwirkung genannt. Der Zusammenhang zwischen Git 
wirkungen auf lebende Zellen und Inaktivierung gewisser En- 
zyme durch dieselben Stoffe ist auch klar, da die erstgenannte 
Erscheinung in den meisten Fiillen darin besteht, daB gewiss« 
Enzyme der Zelle auBer Tatigkeit gesetzt werden. Es ist 
also ganz natiirlich, da8 man sich in den ersten Arbeiten iibe! 
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.Enzymvergiftung* auf das Auffinden von Analogien zwischen 
den zwei Erscheinungen konzentrierte, und sich viele Miihe 
gab, alle méglichen auf den Organismus wirkenden Stoffe auf 
ihre Giftigkeit gegeniiber einigermaBen charakterisierten En- 
zymen zu priifen. In einer sehr groBen Anzahl von Unter- 
suchungen, auch in der letzten Zeit, beschiftigt man sich also 
mit der Kinwirkung von allerlei Arzneimitteln, Narcoticis usw. 
auf Enzyme, Untersuchungen die méglicherweise in der Zu- 
kunft fiir die Physiologie und Medizin von einiger Bedeutung 
sein kénnen, die indessen fiir die reine Enzymchemie von 
weniger Wert sind, da die Reaktionen, welche der Inaktivierung 
des betreffenden Enzyms zugrunde liegen, undurchsichtig 
sind. Ebenso sind die Untersuchungen tiber die Einwirkung 
yon Antisepticis von groBem praktischem Interesse, indem sie 
uns in den Stand setzen, Antiseptica zu wahlen, die die Enzym- 
wirkung nicht hemmen, aber die unerwiinschte Mitwirkung von 
Bakterien unterdriicken; iiber die Natur der Enzyme kénnen 
solehe Untersuchungen doch wenig sagen, da wir zurzeit nichts 
sicheres dariiber wissen, wie z. b. Toluol auf Kolloide ein- 
wirkt. 

Hierzu kommt nun auch, da man in vielen Fallen von 
‘iuBerst unklaren Vorstellungen iiber die Natur der Enzym- 
wirkung ausging. Wenn man an der stofflichen Natur der 
Knzyme zweifelt, scheinen Versuche iiber die Kinwirkung von 
Reagenzien ziemlich zwecklos zu sein. Aufgefallen ist schon in 
den ersten Arbeiten, daB oft ungemein kleine Mengen von ge- 
wissen Stoffen eine enzymatische Reaktion unterdriicken konnten. 
Ks scheint sogar, als wire man bisweilen dazu geneigt ge- 
wesen, die Reaktionsfaihigkeit mit gewissen bekannten Stoffen 
in solechen Verdiinnungen als fiir die Enzyme eigentiimlich 
anzusehen. DaB man in ,,Giftwirkungen“ auf Enzyme Ver- 
hiltnisse zu erblicken glaubte, die von den gewodhnlichen 
chemischen Reaktionen abwichen, ist nicht erstaunlich, da 
einerseits chemische Reaktionen in solchen Verdiinnungen 
wenlg studiert waren, und man z. B. andererseits in einem 
Knzym ,mehr einen Zustand als einen Stoff* sah. Ich erinnere 
hier nur an die stark phantastischen Auseinandersetzungen, 
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die an gewisse Untersuchungen iiber die sogenannte oligodyna- 
mische Wirkung der Metalle gekniipft worden sind. 

Wenn die Auffassung von den Enzymen als bestimmte chemi- 
sche Individuen, die dank Besonderheiten in ihrer Konstitution 
und elektrischen Ladung gewisse Stofie zu spalten und zu synthe- 
tisieren vermégen, fiir die Enzymchemie leitend wurde, mute 
notwendigerweise den sogenannten Vergiftungsversuchen eine 
groéBere Bedeutung zukommen. Die Inaktivierung eines En- 
zyms z. B. durch ein Hg-Salz muBte als eine Reaktion zwischen 
einem organischen Stoff und Quecksilber (oder Salz) aufgefatt 
werden, die sich von anderen in der organischen Chemie vor- 
kommenden Reaktionen mit Quecksilber nur in der Hinsicht 
unterscheiden konnte, daB die Affinitat méglicherweise gréfer 
war. Es wurde also moéglich, eine Bindung von gewissen Stoflen 
an das Enzym festzustellen, niimlich in den Fallen, wo dic 
Verbindung enzymatisch inaktiv war. (Ks ist dadurch natiir- 
lich nicht ausgeschlossen, daB Verbindungen von fremden 
Stofien mit Enzymen dieselbe, oder eine gréBere oder kleinere 
Wirkung haben kénnen als das freie Enzym). 

So konnten Euler und Svanberg?), welche zuerst das 
Problem unter modernen Gesichtspunkten angegritien haben, in 
ihren Untersuchungen iiber die Vergiftung der Saccharase, darauf 
hinweisen, da8 man durchStudium der Kinwirkung von bestimmten 
Reagenzien aufdas Vorhandensein von bestimmten Atom- 
eruppen im Enzymmolekil Schlisse ziehen kann. 

Diese Ansicht wird durch alle folgenden Arbeiten vdllig 
bestiitigt. Wie auch aus meinen, im folgenden zu beschreibenden 
Versuchen hervorgeht, kann man sich in vielen Fallen von der 
Anwesenheit einer Gruppe dadurch iiberzeugen, daB man die 
EKinwirkung mehrerer Reagenzien, u. zw. unter verschiedenen Be- 
dingungen studiert. Konnten so Euler und Svanberg durch 
Versuche iiber die Vergiftung der Saccharase durch Amine 
die Anwesenheit einer Aldehydgruppe im Saccharasemolekiil 
wabrscheinlich machen, und auf die Analogie zwischen der 
Vergiftung und der Bildung von sog. Schiff-Basen aus 





1) Euler u.Svanberg, Diese Zs. Bd. 107, S, 269 (1919); Ferment- 
forschung: Bd. 3, S. 330 (1920); Bd. 4, 8. 29 (1921). 
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Aldehyden und aromatischen Aminen hinweisen, so ist die An- 
nahme durch Versuche mit anderen Aldehydreagenzien voll- 
kommen bestitigt worden. Meine neuen Versuche, welche die 
ausschlaggebende Bedeutung der Aciditat fiir die Vergiftung 
und die Schiffbasenbildung dargetan haben, beweisen meiner 
Ansicht nach die Annahme villig. 

Unsere Kenntnisse von der Becinflussang der Enzyme 
durch fremde Stoffe sind sehr liickenhaft und in den meisten 
Killen haben die Versuche, welche tatsichlich angestellt worden 
sind, keineswegs dazu beigetragen, die Natur und. Wirkungs- 
weise der Enzyme klarzulegen. Dies beruht wohl darauf, daB 
man oft die Inaktivierungsversuche ausgefiihrt hat, ohne von 
bestimmten theoretischen Gesichtspunkten auszugehen. Ks 
kann zwar recht interessant sein zu wissen, daB einige Stoffe 
die Enzymwirkung verhindern; die Frage ist indessen, wie 
jene Stoffe die Enzyme angreifen, und warum die entstandene 
Verbindung nicht wirksam ist. 

Lange herrschte die allergréBte Verwirrung auf dem Gebiete 
der Enzymvergiftungen, und zwar beruhte dies hauptsichlich 
darauf, da8 man die Versuche oft mit einer nicht einwandfreien 
Methodik angestellt hat. Darum schreibt Euler in seiner Enzym- 
chemie: ,Noch ist, trotz zahlreicher Einzelbeobachtungen, die 
Gesamtheit dieser Erscheinungen so wenig aufgeklirt, daB sogar 
fiir eine Systematik recht unzureichende Anhaltspunkte vorliegen.“ 

Die wichtigste Aufgabe einer Untersuchung iiber Inakti- 
vierung von Knzymen durch andere Stoffe mu8 sein: nicht nur 
eine Feststellung der Anwesenheit von bestimmten Atomgruppen 
im Enzymmolekiil, sondern auch eine Klarlegung, warum die 
Besetzung jener Gruppen mit fremden Stoffen die enzymatische 
Tatigkeit aufhebt oder vermindert. Hier sind nun die auf anderen 
Wegen gewonnenen, zwar noch recht liickenhaften Anschau- 
ungen iiber Eigenschaften und Wirkungsweise der Enzyme 
hinzuzuziehen. Ich habe in dieser Untersuchung versucht, bei 
einem Enzym die Vergiftungserscheinungen mit Hinsicht auf 
die zurzeit wahrscheinlichsten Theorien tiber die Wirkungs- 
weise dieses Enzyms zu deuten; ich habe, mit anderen Worten 


ausgedriickt, versucht, die Vergiftungen der Saccharase von 
11* 
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den Gesichtspunkten zu betrachten, die von der Michaelis- 
schen Theorie iiber die elektrochemischen Ejigenschaften des 
Enzyms und von der Theorie iiber die Saccharase—Rohrzucker- 
verbindung gegeben werden. 

Die Theorie von Michaelis, die in dem elektrochemischen 
Charakter eines Enzyms, speziell einer Carbohydrase, die Er- 
klarung der Acidititskurve sucht, hat zwar gewisse Abiinde- 
rungen erfahren miissen, ist jedoch ohne Zweifel mit allen zur- 
zeit bekannten T'atsachen in Ubereinstimmung, und hat in der 
letzten Zeit wichtige Stiitzen bekommen. Niemand verneint 
natiirlich, daB die Theorie bei verschiedenen Enzymen eine 
verschiedene Fassung erhalten kann, und _ besonders bei 
solchen Enzymen, wo die Substrate und Reaktionsprodukte 
ausgesprochene elektrochemische Kigenschaften besitzen, mui 
sie natiirlich entsprechend modifiziert werden. Hier wird 
die aus diesem Laboratorium stammende letzte Modifikation 
der Theorie, die die EKigenschaften von sowohl Enzym als 
Enzymsubstratverbindung beriicksichtigt, niitzlich werden. Die 
in dieser Hinsicht modifizierte Theorie der Saccharasewirkung 
vermag die Abhiingigkeit der Enzymwirkung von der Aciditiit 
und von der Substratkonzentration und indirekt die Kinetik 
der Reaktion zu erkliren. Sie sagt, daB das freie Enzym 
und dessen Rohrzucker- bzw. Raffinoseverbindungen schwache 
Siuren sind, und zwar von approximativ gleicher Stirke. Nur 
die undissoziierten Siuremolekiile der Substratverbindung zer- 
fallen. Alle spiateren Untersuchungen sind mit dieser An- 
schauung in guter Ubereinstimmung. 

Aus leicht einzusehenden Griinden fehlten bisher direkte 
Beweise fiir den Sdaurecharakter des EKnzyms. Zwar habe 
ich!) und spaiter Euler und Josephson?) versucht, durch 
direkte Messung die sauren Kigenschaften von hochgereinigten 
Enzympriparaten zu bestimmen, man muB aber gestehen, dab, 
wenn wahrscheinlich der Gehalt dieser Praiparate, die ihrer- 
zeit die besten waren, an reinem Enzym héchstens 30°/, ist, 
der Wert der direkten Messung beschrinkt ist. Ich habe 





1) Myrbick, Sv. vet. akad. Arkiv f. Kemi usw. Bd. 9, Nr. 2 (1924). 
*) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 133, S. 279 (1924). 
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dann in einer Untersuchung iiber die Inaktivierung der Sac- 
charase durch Schwermetalle zeigen kénnen, daB die Inakti- 
vierung durch die meisten Metalle eine Abhingigkeit von der 
Aciditét zeigten, die eine Salzbildung einer schwachen Siure 
mit einem Metalle andeutete. Ich habe weiter im Falle von Silber 
gezeigt, daB sich die Enzymsubstratverbindung in dieser Hinsicht 
auch als eine schwache Siiure verhilt. Ausgehend von dieser 
Untersuchung habeichjetzt versucht, die Vergiftungserscheinungen 
an einigen Carbohydrasen systematisch zu behandeln. 

Ks ist natiirlich ohne weiteres klar, daB die elektrochemischen 
Kigenschaften eines Knzyms fiir die Bindung wenigstens ge- 
wisser Stotfe von Bedeutung sein miissen. Stark schematisch 
driicke ich meinen Grundgedanken so aus: 

Ist ein Enzym (Saccharase) bzw. dessen Substratverbindung 
eine Sdure, und ist der alkalische Ast der Aciditaitskurve die 
Dissoziationsrestkurve einer schwachen Siure, so mu8 erwartet 
werden, daB sich diese Siure auch in anderen Hinsichten als 
durch Bildung eines dissoziierten Alkalisalzes, wie eine Saure 
verhalt. Es ist naheliegend anzunehmen, daf die Bildung von 
wenig dissoziierten Salzen dieser Siure die Ursache gewisser 
Vergiftungserscheinungen ist. 

Ist andererseits der saure Ast der Aktivitits-p,-Kurve 
des Enzyms durch eine basische Gruppe im Enzymmolekiil be- 
dingt, so muB diese Gruppe auch von anderen spezifischeren 
Reagenzien als die starken Sauren beeinfluBt werden. Das 
wichtigste ist aber in diesem Falle nicht durch besondere 
Reagenzien wahrscheinlich zu machen, da8 basische Gruppen 
vorhanden sind, sondern den Zusammenhang darzulegen, 
zwischen der Kinwirkung des Reagenses auf eine basische 
Gruppe und der Wirkung des Enzyms. 

Liegt es somit im Bereich der Méglichkeit durch Vergiftungs- 
versuche den elektrochemischen EKigenschaften des Enzyms 
niher zu kommen, so ist es andererseits auch médglich auf 
dieselbe Weise iiber die spezifisch substratbindenden Gruppen 
des Enzyms einige Anschauungen zu bekommen. (Hs ist natiir- 
lich a priori méglich, daB eine substratbindende Gruppe ge- 
wisse elektrochemische Eigenschaften bedingen kann.) Greift ein 
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inaktivierender Stoff eine substratbindende Gruppe an, so muf 
dies durch Variation von Substrat- und Giftkonzentration fest- 
gestellt werden kénnen. 

Kann man nun, gleichgiiltig aut welchem Wege, klarlegen, 
warum, d. h. durch welche Gruppen, das Substrat an das Enzym 
gebunden wird, so ist deshalb nicht gesagt, warum das Substrat 
gespalten wird. Zwar ist es denkbar, dab die Bindung des Rohr- 
zuckers an die Saccharase so erfolgen kann, dab die Bindung Glu- 
cose—Fructose dabei gelést wird. Ich erinnere hier an die letzten 
Arbeiten von Euler und von Euler und Josephson, wo 
wahrscheinlich gemacht worden ist, da die Bindung des Rohr- 
zuckers an zwei Stellen stattfindet, so daB die Enzymsubstrat- 
verbindung eine Art Ringstruktur besitzt. Méglich ist nun, 
daB durch die Richtung der Valenzen usw. Spannungen in 
diesem Ringsystem existieren, die so stark sind, dab der 
Zuckerteil des Ringes gespalten wird. Indessen sprechen viele 
Versuche, von welchen spiiter die Rede sein wird, dafiir, daf 
diese Bildung des Ringes, oder die auf irgendeine andere 
Weise stattfindende Bindung des Substrats an das Enzym 
nicht fiir die Spaltung ausreichend ist. Gewisse Eigenschaften, 
wahrscheinlich elektrischer Art, des Enzymmolekiils, sind auBer- 
dem erforderlich. Ich erinnere hier nur daran, daB nach der 
Michaelisschen Theorie, die mit meinen Versuchen vollig in 
Einklang steht, nur die undissoziierten Molekiile der Enzym- 
substratverbindung (d. h. der schwachen Siure) zerfallen. 

Meine Untersuchung iiber die Inaktivierung der Saccharase 
soll zur Beantwortung folgender Fragen beitragen: 

1. Ist der alkalische Ast der Aktivitiits-p,-Kurve eine 
Dissoziationsrestkurve einer schwachen Siure? 

2. Ist der saure Ast der p,-Kurve die Dissoziationsrest- 


kurve einer schwachen Base? 

3. Welche sind die substratbindenden Gruppen? 

4. Welche Eigenschaften des Saccharasemolekiils (auber 
der Fihigkeit das Substrat zu binden) sind fiir die enzyma- 
tische Wirkung von Bedeutung? 

3esonders diese letzte Frage muB leider so beantwortet 
werden, da gewisse bestimmte Hingriffe ins Molekiil (z. B. die 
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villig reversible Uberfithrung einer Aldehydgruppe in die ent- 
sprechende Schiffbase) die enzymatische Wirkung vollkommen 
unterdriicken. H's wird dadurch moglich, die Anwesenheit gewisser, 
fir die Bindung des Zuckers nicht notwendiger Gruppen, wahr- 
scheinlich zu machen. 


I. Teil. 
Die Verbindungen der Saccharase mit einigen anderen Stoffen 

AuBer den schon besprochenen Arbeiten von Euler und 
Svanberg und den Arbeiten von Rona und Mitarbeitern’), sind 
sind alle ilteren Angaben iiber ,, Vergiftung* der Saccharase ziem- 
lich wertlos. Erstens hat man den Hinflu®8 der Aciditiit nicht be- 
riicksichtigt, was natiirlich die gréBten Fehler veranlabte, zweitens 
sind die angewendeten Enzymlésungen stark unrein gewesen, was 
eine Unempfindlichkeit gegen gewisse Stoffe vortiiuschen kann, 
und drittens hat man oft vor dem Inversionsversuch das Gift so 
lange einwirken lassen, daB eine irreversible Zerstérung des Enzyms 
eingetreten ist, die die Berechnung der Versuche unméglich macht. 

Man muB zwischen folgender Arten der Inaktivierung 
durch zugesetzte fremde Stoffe streng unterscheiden: 

1. Die reversible Inaktivierung, die durch ein Gleichgewicht 
zwischen Enzym und Hemmungsstoff bedingt ist. Beispiel Ag. 

2. Kine irreversible Zerstérung des Enzyms durch die- 
selben Stoffe, die zustande kommt, weil die Enzymverbindungen 
wie das freie Knzym nur eine beschrinkte Stabilitéit besitzen. 

3. Eine irreversible Inaktivierung durch gewisse Stoffe, 
die in einer zeitlich fortschreitenden Reaktion an das Enzym 
sebunden werden. Beispiel Jod. 

Bei den zuerst zu besprechenden Versuchen iiber die Metall- 
vergiftung der Saccharase kommt nur die erste Form der In- 
aktivierang in Betracht. 

1. 
Enzympraparate. Methodik. 

Die Saccharasepriparate stellte ich nach den in diesem Labo- 

ratorium iiblichen Methoden her. Als Ausgangsmaterial diente 


') Rona und Bloch, Biochem. Zs. Bd. 118, 8. 185 (1921). Rona, 
van Eweyk und Tennenbaum, a.a. O. Bd. 144, S. 490 (1924). 
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gealterter Autolysesaft aus Unterhefe H. Er wurde gewoéhnlich 
zuerst mit Alkohol gefallt. Danach wurde die Reinigung nach den 
bekannten Sorptionsverfahren von Willstaitter und Mitarbeiter 
weiter getrieben. Ein Saccharasepriparat, nach denselben Me- 
thoden hergestellt, verdanke ich Herrn Kand. I. Lindstahl. 

Die Inversionsfiahigkeit der Priparate ist gegeben durch 

k x g Gucker 
eer 

Die Inversionsversuche zur Bestimmung von Jf stelite ich 
bei 18° an. Aus mehreren Werten wurde der k-Wert bei 
der Drehung 0° interpoliert. Die Inversionsfahigkeit ist also 
als Iffs. angegeben. 

Alle Inversionsversuche sind sonst bei 25° im Thermostaten 
ausgefiihrt. Als Puffer dienten in den meisten Fallen Acetat-, 
in einigen Fallen Phosphatgemische. Die Konzentration des 
Puffers, die bei Saccharase ziemlich belanglos ist, war im all- 
gemeinen 0,2 n. Die Aciditaét wurde in jedem Versuche, wo 
es auf genaue Werte ankommt, elektrometrisch gemessen. 
Rohrzuckerkonzentration gewéhnlich 10°/,. 

In den Versuchen, wo die momentan (reversibel) eintretende 
Inaktivierung durch ein bestimmtes Gift gemessen werden 
sollte, wurde Zucker, Puffer, Wasser und Gift im Thermostaten 
vorgewirmt. Das Volumen wurde so grof genommen, daf 
nach Zusatz der Enzymlésung das Gesamtvolumen 50 cem war. 
Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben von 10 ccm in 10 ccm 
n-Sodalésung einpipettiert, und die Inversion so abgebrochen. 
Nachdem die Gemische Zimmertemperatur angenommen hatten, 
wurden sie polarisiert. Gewdhnlich wurde ein 10-ccm-Rohr 
angewendet. Die Lichtquelle war eine Quecksilberbogenlampe. 

Als Ma8 der enzymatischen Wirkung kann bei diesen Ver- 
suchen die monomolekulare Konstante nicht angenommen werden. 
Sie steigt bei meinen Enzympraparaten zu stark mit fortschreiten- 
der Reaktion. Es ist viel besser, die Anfangsgeschwindigkeit 
lediglich durch die pro Zeiteinheit gespaltene Rohrzuckermenge 
(Drehungsabnahme pro Minute) anzugeben. In den Versuchs- 
reihen, wo nur eine Rohrzuckerkonzentration zur Anwendung 
kam, ist die einfache korrigierte monomolekulare Formel: 


q 














cacti 
Lae 
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k= +-| log (-. = =) -}- Bea 
die bequemste, weil hier die Ablesungen bei weit fort- 
geschrittener Reaktion auch anwendbar sind. 

Obige, von Michaelis theoretisch begriindete Formel, ist 
natiirlich auch nicht ganz exakt. Sie tragt z. B. nicht der 
Tatsache Rechnung, daB die mutameren Formen der Glucose 
verschiedene Affinititen zum Enzym besitzen, und daB sich 
also die Kinetik, mit der Mutarotationsgeschwindigkeit d. h. 
mit der Aciditiit indert. Indessen ist die Formel, wie auch 
meine Versuche zeigen, fiir meinen Zweck geniigend genau. 
Aus einigen typischen Versuchen ohne Gift wurden die Kon- 
stante B berechnet. Die jedem in Frage kommenden Drehungs- 
werte entsprechenden Werte von 

log ( a ) + Biz 


G=— & 





wurden tabellarisch zusammengestellt und daraus die Kon- 
stanten k ermittelt. 
2. 
Die Saccharase als Saure. 

Die urspriingliche Theorie von Michaelis!) fuBt auf der 
Annahme, daB die Saccharase eine Siure ist, und daf die 
Geschwindigkeit ihrer Wirkung der Konzentration der undisso- 
ziulerten Enzymmolekiile proportional ist. Nachdem spiter?), 
die Annahme von der Enzymsubstratverbindung eingefiihrt 
wurde, wurde die Theorie dahin modifiziert*), daB die Saccha- 
rase—Rohrzuckerverbindung eine Siéure sein soll, deren undis- 
sozlierte Molekiile spontan zerfallen. Wie Kuhn‘) zeigen 
konnte, ist indessen auch diese Fassung der Theorie nicht mit 
den Versuchsergebnissen im Einklang, indem sie eine Ver- 
schiebung des alkalischen Teiles der p,,-Kurve mit der Substrat- 
konzentration fordert. Eine solche Verschiebung tritt nicht 
ein. Ks scheint, als wire Kuhn dazu geneigt gewesen, diese 


_ 


1) Michaelis u. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 35, 8. 286 (1911). 
*) Michaelis u. Menten, a.a. O. Bd. 49, S. 333 (1913). 

5) Michaelis u. Rothstein, a. a. O. Bd. 110, S. 217 (1920). 

*) Kuhn, Diese Zs. Bd. 152, S. 28 (1923), 
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Unstimmigkeit als einen Beweis fiir die Unhaltbarkeit der An- 
schauungen von Michaelis anzusehen. Indessen werden so 
viele andere T'atsachen durch jene Theorie erklirt, daB sie 
sicher einen gesunden Kern enthilt. Ich erinnere z. B. darau, 
daB die Silberinaktivierung der Saccharase, wie ich frither 
zeigen konnte+), damit im vélligen Kinklang steht. So konntc 
spiter in Arbeiten aus diesem Laboratorium darauf  hin- 
gewiesen werden”), daB sowohl die Theorie in der von Michaelis 
und Rothstein gegebenen Form wie auch die Eroérterungen 
von Kuhn wohl die Kigenschaften der Enzymsubstratverbindung 
behandeln, aber den elektrochemischen Charakter des freien 
Enzyms giinzlich auBer acht lassen. Unter der wahrschein- 
lichen Annahme, daB die Bindung des Zuckers, wenig an de 
Siureeigenschaften des Enzyms iindert, heBen sich alle bisher 
bekannten Tatsachen mit der Theorie vereinbaren. Ich will 
schon hier betonen, daB die im folgenden beschriebenen Ver- 
suche alle deutlich zeigen, daB die Bindung des Zuckers mit 
der sauren Gruppe des Enzyms nichts zu tun hat, und dab 
die von uns gemachte Annahme also sicher zutrifft. 
Unsere Formel 
aie, ‘il (H]-[S] 
[HES] = =- (|S) + K,°(S] + Kn °(H] + Kn- Ka 





(H 


(| HES] = die Konzentration der zerfallenden Molekiilart, 
+ = die Gesamtkonzentration des Enzyins, 
K, = die saure Dissoziationskonstante des Enzyms und der 
Enzymsubstratverbindung, 
K,, = die Dissoziationskonstante Enzym-Substrat.) 





»gibt die Beziehung an, welche zwischen der Inversions- 
geschwindigkeit und der Aciditiit auf der alkalischen Seite des 
Optimums besteht.‘ 

Schreiben wir die Formel in der Form 


[HES] | 1 


| 


eae (+R) [14 at) 


1) Myrbick, Sv. vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 29 (1928). 
*) Euler, Josephson u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 184, S. 39 
(1924). 
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so ergibt eine einfache Rechnung, da8B wenn X,, von der 
Aciditiit unabhingig ist, der alkalische Ast der p,,-Kurve 
durch die Substratkonzentration keine Verschiebung erleiden 
kann. 

Diese modifizierte Michaelissche Theorie, der sich auch 
Kuhn angeschlossen hat, ist mit allen bekannten Tatsachen, 
in Ubereinstimmung. Wie Euler oft hervorgehoben hat?) ist 
diese Deutung der p,,-Kurven a priori nicht die einzig még- 
liche. Ich erimnere auch daran, daB die Theorie von der 
Saccharase als Ampholyt bisher kaum rein chemische Stiitzen 
bekommen hat. 

Die Versuche von mir und von Kuler und Josephson 
zur direkten Messung der sauren Konstante miissen, wie oben 
gesagt worden ist, mit Vorsicht verwendet werden, da die 
Resultate durch die Verunreinigungen der Enuzympriparate 
entstellt sein kénnen. 

Nun kann man einwenden, da meine Vergiftungsversuche 
an demselben Umstande leiden, aber wir wissen doch, wenn 
die Saccharase z. B. von Silber inaktiviert wird, da& wir in 
der Bindung des Ag tatsichlich eine Eigenschaft des Enzyms 
selbst vor uns haben, und ich bin der Uberzeugung, dab 
sogenannte Vergiftungsversuche hier viel zur Lisung der Frage 
von der Natur der Enzyme beitragen kénnen. (Uber den KinfluB 
der Verunreinigungen bei den verschiedenen Vergiftungen, siehe 
weiter unten.) 

Ich habe friiher zeigen kénnen, daB die Silbervergiftung 
der Saccharase sich unter der Annahme berechnen liBt, dab 
die Saccharasesiure, bzw. die Enzymsubstratsiiure, ein schwach 
dissozilertes Silbersalz bildet. Es bedeutet dies, da& eben die 
Gruppe, die das fiir die enzymatische Wirkurg notwendige 
Wasserstoffatom abspalten kann, Silber bindet. Da dieses Er- 
gebnis wohl bisher das einzige ist, das direkt die Auffassung 
von der Siurenatur des Enzyms stiitzen kann, habe ich die 
Versuche wiederholt und sie mit Hinsicht auf die neue Fassung 
der Theorie fiir die Aciditaétskurve rechnerisch behandelt. 


1) Siehe z. B. Euler, Vortrag an d. Nord. Chem. Vers. 2. Sep- 
tember 1920. 
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Silber und Saccharase. 


Durch die griindlichen Untersuchungen von Euler und 
Svanberg ist festgestellt worden, daf die Silberaktivierung 
der Saccharase vollig reversibel ist, z. B. durch H,S.) 

Kuler und ich zeigten, daB die Kurve Inaktivierungsgrad— 
Giftmenge eine Dissoziationskurve ist.*) Weiter fanden wir, 
daB der Vergiftungsgrad von Substratkonzentration 
unabhiaingig ist.?) Dies muB so gedeutet werden, daS die 
Bindung des Zuckers von der Bindung von Ag (wie von der 
Bindung von H) voéllig unabhingig ist, d. h. an einer anderen 


Saccharasepraparat zu allen Silberversuchen: /f = 200. 
Versuchsreihe 1: 5-10~° n-AgNO;; py = 4,5. 


S = Substratkonzentration. 
¢t = Zeit (Min.) der Probenahme 
D = Drehung im 10-em-Rohr. 























Drehungs- 
“ Proz. Aktivitit 
S t D° iinderung |. Ao-V ; 
in Graden | i= Ag-Versuch 
0 1,72 
ohne Ag 12 1,06 0,66 
25 0,40 0,66 
0,146 49 
0 1,72 
mit Ag 12 1,40 0,32 
25 1,08 0,32 
0 3,44 
ohne Ag 12 2,64 0,80 
25 1,84 0,80 : 
0,292 53 
0 3.44 
mit Ag 12 3,02 0,42 
25 2,60 0,42 
| 0 6,88 
ohne Ag 12 6,10 0,78 
25 5,35 0,75 
0,583 50 
0 6,88 
mit Ag 12 6,50 0,38 
25 6,11 0,39 





1) Diese Zs. Bd. 107, S. 269 (1919); Fermentf, Bd. 3, S. 330 (1920). 
2) a. a. O. Bd. 121, 8. 177 (1922); S. 182. 
3) Sv. kem. Tidskr. dec. 1922. 
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Gruppe stattfindet. In dem Acidititsgebiet saurer als p,, = 3,5, 
wo die p,,~-Kurve von der Substratkonzentration abhingt, werden 
auch die Vergiftungskurven es tun. Da das Resultat, daB die 
Ag-Inaktivierung bei Acidititen p,, > 3,5 von der Substrat- 
konzentration unabhingig ist, wesentlich ist, habe ich die Ver- 
suche wiederholt. (Versuchsreihe 1.) 

Die Abweichungen vom Mittel legen in den Versuchs- 
fehlergrenzen. Dieses jetzt bestiitigte Verhalten der Ag-In- 
aktivierung bei verschiedenen Zuckerkonzentrationen ist gut 


Silberinaktivierung bei verschiedenen Acidititen. 


(In simtlichen Tabellen bedeuten: 
t = Zeit der Probenahme (Minuten), 
D = Drehung im Polarimeter, 10-cm- Rohr, 
1 a 
=] log ee TE Ee 
ky, = Mittel der £-Werte. 
ke) = relative Inversionsgeschwindigkeit.) 


Versuchsreihe 2. 5-10~7 n-AgNO,. 














Pus t D k-10* | ky, +108 Iecel 
ohne Ag 0 3,44 

Pu = 4,5 40 0,86 170 
60 0,09 164 167 100 

2.8 40 1,22 139 
60 0,45 137 138 83 

3,62 40 1,16 145 
60 0,40 141 143 86 

4,25 30 1,60 149 
60 0,28 149 149 89 

4,57 40 1,20 141 
60 0,40 141 141 84 

4,91 40 1,24 138 
60 0,50 134 136 81 

5,23 40 1,32 132 
60 0,58 130 131 78 

5,54 40 1,50 118 
60 0,79 116 117 70 

6,00 40 1,99 85 
60 1,38 85 85 D1 

6,50 40 2,76 38 
60 2,44 38 38 23 























} 


mit der Annahme vereinbar, daB A’g und H’ einander ver- 
treten; berechtigt uns aber natiirlich nicht, diesen Schluf® als 
bindend zu betrachten. Hier miissen Versuche bei verschiedenen 
Aciditiiten entscheiden. 
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(Versuchsreihen 2—9.) 


Versuchsreihe 3. 10~° n-AgNQOs. 








Pr 


ohne Ag 
4,9 








t D 
32 1,20 
60 0,05 
82 1,76 
60 0,75 
26 1,55 
63 0,55 
32 1,71 
60 0,60 
36 1,45 
63 0,45 
33 1,65 
60 0,50 
32 1,75 
60 0,69 
38 1,63 
68 0,60 
38 1,96 
68 1,00 
32 2.76 
60 2,30 
32 8,25 
60 3,10 
32 3,36 
60 3.30 
Versuchsreihe 4. 
88 1,60 
68 0,53 
38 1,48 
68 0,35 
38 1,54 
68 0,48 
38 1,83 
68 0,79 
38 2,25 
68 1,45 
68 2,83 














k +104 


176 
168 
125 


119 


128 
126 


130 
128 


3D 
131 
130 
134 


126 
122 
116 
114 
92 
92 
48 
44 


13 
13 


D 
‘ 


0 


117 
116 
127 
127 
122 
120 
101 
103 


72 
12 


20 








ky ° 104 


a | 


2+10-° n-AgNO,. 








12 














Nn 
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Versuchsreihe 5. 4-10~° n-AgNQ,. 





1 




















t dD 
36 1.70 
63 0,70 
8§ 1.61 
16 ().32 
36 1,61 
76 0,24 
36 1.55 
63 0.55 
33 2.03 
60 1,18 
36 2.45 
76 1,48 
36 3.30 
(6 3,05 
Versuchsreihe 
22 2.50 
40 1,71 
22 2,48 
40 Fe 
20 2,18 
45 1,67 
22 2,90 
AQ 2.12 
20 3,24 
45 3,00 
Versuchsreihe 
20 2 69 
45 1,70 
20 2.77 
45 2,00 
20 2,92 
45 2.29 
20 3,35 
46 320 
Versuchsreihe 

30 2.35 
D5 1,56 
30 3,00 
65 2,95 
30 8,20 
65 3,03 














4. 








i; +104 


116 
116 


123 
115 


9 





11 


10 


10~5 n-AgNO,. 


98 
102 


100 
102 


98 


100 


101 








16 


yy 2 104 








j 


rel, 


67 


69 


36 


-1 


10 
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Versuchsreihe 9. Ohne Silber. 























Pu t D k ° 104 kv . 104 kel. 
2,80 36 1,37 142 

63 0,28 142 142 82 
3,62 36 1,10 165 

63 0,00 163 164 95 
4,25 33 1,15 176 

60 0,01 170 173 100 
4,57 32 1,20 176 

60 0,02 170 173 100 


Die Versuche ohne Gift zeigen eine gute Ubereinstimmung 
mit der p,,-Aktivititskurve des Knzyms. 
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Fig. 1. 


Wir sehen aus der Fig. 1, daB die Vergiftungskurven dem 
absteigenden Ast der p,-Kurve parallel verlaufen.’) Wie ich 





!) Vgl. Myrbick, Sv. Vet. akad. Arkiv f, Kemi Bd. 8, Nr. 29 (1923). 
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friiher auseinandergesetzt habe, l4Bt sich dies so erkliren, daB 
die schwache Siure Saccharase (mit Zucker und ohne Zucker) 
ein schwach dissoziiertes Silbersalz gibt, und daBb die Kurven 
also durch das Gleichgewicht gegeben sind: 
[Ag’] ["E] 
[AgE| 
wo K’ die Anionen der freien und von Zucker gebundenen 
Saccharase bedeutet. AufSerdem haben wir in der Liésung das 
Gleichgewicht: 


[oe Kg; 


[HW] ('E] 
~ [HET ~ a 


Nun ist diese Annahme nicht a priori die einzig mégliche. 
Ks wire z. B. denkbar, daB Ag mit einer basischen Gruppe 
des Enzyms einen Komplex bildet. Die Abhingigkeit von der 
Aciditét wire in diesem Falle so zu erkliren, daB Ag in dem 
MaBe gebunden wird, wie durch Verschiebung der Aciditit 
gegen die alkalische Seite, die Base aus ihrem Salz freigemacht 
wird. Kine solche basische Gruppe wiirde indessen wie aus 
den Silberversuchen leicht zu ersehen ist, eine Dissoziations- 
konstante von XK, = etwa 1077 haben, und die Saccharase 
wiirde in ihrem Wirkungsoptimum ein Salz dieser Gruppe 
sein. Dies ist aus dem Grunde unwahrscheinlich, dab, wie 
ich spiter auseinandersetzen will, der saure Ast der Aciditits- 
kurve eben durch die Salzbildung einer basischen (substrat- 
bindenden) Gruppe erklirt wird. 

Bei Vergleich von der Fig. 1 mit der entsprechenden 
Fig. 10 meiner friiheren Arbeit, finden wir, daB die Kurven in 
ihrem obersten Teil ein wenig voneinander abweichen. Zwar 
ist es méglich, daB dies auf der Unreinheit des alten Enzym- 
praiparates beruhen kann, doch ist wahrscheinlich die Erkli- 
rung eine andere: 

Wie spiiter gezeigt werden soll, ist die Affinitiit meines 
zu den neuen Versuchen verwendeten Enzympriparates zu 
Rohrzucker ungewohnlich klein, K,, = 0,04 und dies muB, wie 
folgende Auseinandersetzung zeigen wird, den nimlichen Kin- 
flu8 auf die Kurven haben. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVIII. 12 
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Bedeutet S) die Gesamtkonzentration des Enzyms, so ist 
(wenn wir von der basischen Dissoziation absehen, was in dem 
in Frage kommenden Acidititsgebiet vollkommen zulissig ist), 


> = [HE] + (HES) + ['E] + [ES]. 


Hier und im folgenden bedeuten: 
HES die undissoziierte Enzymsubstratverbindung, 


‘ES die Ionen der Enzymsubstratverbindung als Séure be- 
trachtet, 


HE das undissoziierte Enzym als Saure betrachtet, 
‘E die Ionen des Enzyms, 
(S] die Substratkonzentration. 


Da das Gleichgewicht Enzym—Wasserstoffion von dem 

Gleichgewicht Enzym—Substrat unabhingig ist, so ist: 
’E - H'] (ES . 
<n K, und sa eESy oh. 

Bei einer gewissen, endlichen Substratkonzentration ist 
natiirlich S', auch bei optimaler Aciditét, wo [E] und [’ES) 
zu vernachlissigen sind, gréfer als [HES]. Bisher hat man 
indessen immer die relative Aktivitit in Prozenten von [HES| 
im Optimum angegeben, d. h. die Aktivitét bei p, = 4,5 und 
z. B. 0,1 n-Rohrzucker = 100 gesetzt. Doch ist es klar, dab 
wenn man die Unabhingigkeit der obigen Gleichgewichte an- 
nimmt, man die relative Aktivitit in Prozenten von  an- 
geben muB8, um die p,-Kurve und die Vergiftungskurven als 
Dissoziationskurven studieren zu kénnen. 

Haben wir X,, = 0,04, so wird, wenn wir wie friiher [HES| 
bei p,, = 4,5 und 0,292 n-Rohrzucker (in meinem Versuch) 
= 100 setzen: 

S) = etwa 115. 


(Kine kleine Korrektion ist vorgenommen, weil schon bei 
(S| = 0,3 eine kleine Hemmung durch den Zucker eingetreten 
ist.) Die Dissoziationsrestkurve der Saccharase wird also die 
in der Fig. 1 gestrichelte Kurve I. Nun wird der obere Teil 
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der Aktivitiitskurve der Saccharase auch durch das Gleich- 
gewicht 
Enzym | {Zucker 
"[Borymenbetrar] = 004 
bestimmt. 

Dieses Gleichgewicht gibt die gestrichelte Kurve II an 
(kK, ist nach Kuhn?) und Josephson’) bei Aciditiiten, wo 
P,, > 3,5, konstant]. Die Frage, wie die gestrichelte Kurve 
in dem Gebiete p,, < 3 verliuft, werde ich spiter erdrtern. 
Hieraus setzt sich nun die Aktivitits-p,-Kurve der 
Saccharase zusammen (ausgezogene Kurve II1). 

Aus diesen Uberlegungen, die sehr gut von den Silber- 
versuchen gestiitzt werden, folgt nicht etwa, daB die saure 
Dissoziationskonstante der Saccharase gré8er ist als frither an- 
genommen wurde. Der Wert K, = 3-107" diirfte dem wahren 
Wert naheliegen. 


Aus meiner friiheren Untersuchung iiber die Silbervergif- 
tung iibernehme ich jetzt die Vorstellung, da®B die inaktive 
Saccharase—Silberverbindung das Silbersalz der Saccharase- 
siure ist. In Ubereinstimmung mit meiner friiheren Annahme 
und mit den Versuchen iiber den EjinfluB der Rohrzucker- 
konzentration, nehme ich an, dab die Bindung des Zuckers aut 
das Gleichgewicht Enzym—Silber keinen EinfluB hat. Ich hebe 
hervor, daB dies auch notwendigerweise aus der ersten An- 
nahme folgt, denn die Bindung eines Metalles anstatt des 
Siurewasserstofis mu, wie die Bindung dieses Wasserstoffes, 
von der Ab- oder Anwesenheit des Zuckers unabhingig sein. 
Ich hebe hervor, daB mit diesen Annahmen keine spezielleren 
Vorstellungen iiber die Natur der den Wasserstoff abspalten- 
den Gruppen verkniipft sind. 

Ks gilt zuniichst zu untersuchen, welchen Einflu8 die in 
den Enzymliésungen vorhandenen Verunreinigungen auf die 
Silberinaktivierung haben kénnen. Wir miissen natiirlich er- 
warten, daB unter den in den rohen Lésungen vorhandenen 


1) Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1922/23). 
*) Josephson, a. a. QO. Bd. 134, S. 50 (1924). 
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Stoffen solche vorkommen, die Silber binden. Die Silberkon- 
zeutration in der Lésung wird dadurch vermindert, und eine 
zu kleine Inaktivierung des Enzyms gefunden. Wir vergleichen 
nun die Resultate, die ich friiher mit einer Enzymlésung von 
/f = 17 erhielt, mit den in den obigen Tabellen zusammen- 
gestellten Versuchen iiber die Inaktivierung einer Lésung von 
If = 200. Aus der Fig. 1 in dieser Arbeit und der Fig. 8 
meiner friiheren Untersuchung finden wir durch Interpolieren 
folgende kleine Tabelle. 


Inaktivierung zu 50°/). 











[Ag] 
Pu aon 
If = 17 If = 200 
4,2 1075 10° 
4,6 51078 4-1078 
5,3 2.10-° 1078 
5,6 10-6 8-107? 
6,1 51077 401077 


Wenn wir beachten, daB die Kurven stark schrig ver- 
laufen, so daB ein kleiner Fehler in der Aciditiitsmessung 
deutlich zum Ausdruck kommt, ist die Ubereinstimmung iiber- 
raschend gut. DaB bei der gréBten Silbermenge dieselbe In- 
aktivierung erreicht wurde, ist kein Wunder, daB aber dies 
approximativ der Fall auch bei der kleinsten Silbermenge ist, 
ist merkwiirdig. 

Unabhiingig davon, ob auch andere Stoffe als das Enzym 
Ag binden, kénnen wir aus der Form der Kurven auf die Art 
der Metallverbindung schlieBen; aus der obigen Ausfiihrung 
scheint auch hervorzugehen, da wir sogar mit einiger Sicherheit 
mit den Konzentrationen von Ag rechnen kénnen, die tat- 
sichlich zugesetzt wurden. Man darf aber nicht vergessen, 
daB auch, wenn diese beiden Praparate von Jf = 17 und 200 
von denselben Silbermengen gleich stark inaktiviert werden, 
dies darauf beruhen kann, daB die etwaigen silberbindenden 
Verunreinigungen so hartnickig dem Enzym bei den Reini- 
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gungen anhaften, da8 sie auch in dem Priparat von /f = 200 
vorkommen. Wahrscheinlich ist ja auch, daB die Verunreini- 
gungen die dem Knzym am ihnlichsten sind, auch schwer zu 
entfernen sind. Berechnet man daher z. B. die unter be- 
stimmten Verhiltnissen gebundene Silbermenge, so kann diese 
nicht nur von aktiver, sondern auch von wihrend der Reinigung 
inaktivierter Saccharase und noch dazu von anderen, dem 
Enzym vielleicht ahnlichen Stoffen, gebunden sein. 


Wir konnen also bei der Berechnung der Inaktivierungs- 
versuche mit Silber von der Anwesenheit des Zuckers absehen 
und nur folgende Gleichungen betrachten: 


(H"}(’E] 

(HE| ae kK, (1) 

(Ag—AgE][’E] ia 
~~ fAgE] = Kag (2) 
(E’] + [HE] + [AgE] = 2. (3) 

Hieraus erhalten wir: 
ae. enn (4) 
= Ka [Ag-AgE} 
1 + fH (1 + 


Hier ist “© die relative Aktivitit R, auf die Aktivitit 


bei unendlich groBer Substratkonzentration bezogen. Nehmen 
wir nun eine bestimmte Ag-Konzentration, die so groB ist, 
daB [AgK] zu vernachlissigen ist, und dies diirfte fiir die 
meisten in Frage kommenden Ag-Konzentrationen zutreffen, 
so wird 


woraus folgt, daB die Vergiftungskurven dieselbe Form haben 
wie der alkalische Ast der p,,-Kurve, und daraus durch Parallel- 
verschiebung entstanden sein miissen. Nun kénnen wir aus 
der Fig. 1 sogleich sehen, daB dies in den Versuchen der Fall 
ist. Wir bemerken jedoch, da8 die Kurven oben mehr horizontal 
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verlaufer, als man erwarten kénnte. Kehren wir aber zu 
meiner Ableitung des oberen Teiles der p,,-Kurve zuriick, finden 
wir gleich die Ursache. Die Vergiftungskurven sind ausgezogen. 
Die auf die ganze Enzymmenge bezogenen Kurven habe 
ich gestrichelt (IV—VII). Die in den Versuchen mit 0,29 n- 
Rohrzucker gefundenen Kurven miissen nun aus diesen Kurven 
und der Kurve II zusammengesetzt sein. Wir sehen, daB dies 
der Fall ist. So ist zB. Kurve 7 durch Uberlagerung der 
Kurven VII und II entstanden. Die Versuche sind in volligem 
Kinklang mit der Annahme, daf Silber an Stelle des 
Wasserstoffatoms tritt, dessen Dissoziation den ba- 
sischen Ast der Aktivitits-p,-Kurve bestimmt. 

Unter dieser Annahme kénnen wir folgende Berechnung 
durchfiihren: 

Aus den Formeln (1) und (2) erhalten wir leicht, da wir 
Kk, = 107-*° setzen: 

[Ag—AgE] [HE] 


Ka, = 107%. ies Bo 
ne [H) [Ag] 





j 


6) 


Betrachten wir z. B. die Kurve, die fiir die Ag-Konzen- 
tration 10~° gilt, so ist hier [AgK] gegen [Ag] zu vernach- 


lissigen. Nehmen wir den Punkt der Kurve, welcher der relativen 
Aktivitiit 50 entspricht, so ist hier [HE] = -. Weiter ist bei 
der in Frage kommenden Aciditiét (p,, = 4,2) die GréBe [EK] 
gegen [HE] [Gleichung (3)| zu vernachlassigen und wir finden 
[AgE] = =. 
Aus (6) finden wir: 
ie 


— 19-74 
agg la 


Nehmen wir dagegen eine kleinere Konzentration von Ag, 
so wird [AgEK] gegen [Ag] nicht verschwindend. Vielmehr 
kénnen wir aus der Formel (6), unter Anwendung von dem 
Werte fiir Ay,, AgE berechnen, 


A ‘ — a. —= I i K) -|- 10° i — 
[ gk [ ] (1 (H] . 
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Setzen wir dies in (6) ein, erhalten wir: 


oy pe cea | 


T0768 | —_ 
Ps (HE) (1 + iy 


Nehmen wir eine bestimmte Aktivitit z. B. [HE] = 0,5 3, 
so erhalten wir: 





= [A io" 
aa = B { i” eu 79768 7 4 (7) 
* ~ THT 


Setzen wir in (7) einige Werte von [Ag] und [H] bei 
halber Aktivitét ein, und wihlen wir dazu die Versuche mit 
den kleinsten Ag-Konzentrationen, wo die gebundene Ag-Menge 
gegen die zugesetzte Menge nicht verschwindet, so kénnen wir 
approximative Werte von » berechnen. Aus den Versuchs- 
reihen 2 und 3 finden wir: 


a=10°* und 0,6-10-°. 





In der friiheren Untersuchung fand ich in derselben Weise 
=> = 1,3-.10~%. 





Es ist natiirlich unméglich zu behaupten, daB dieser 
Wert = auch nur approximativ die Konzentration des aktiven 
Enzyms darstellt. Vielmehr bedeutet ' die Anzahl der silber- 
bindenden Aquivalente. In gehen also wahrscheinlich in- 
aktiviertes Enzym und noch andere, dem Enzym vielleicht ihnliche 
Stoffe ein. Weiter ist es ja denkbar, da8 mehrere Ag-Atome 
an ein Enzymmolekiil gebunden werden. Jedenfalls stellt der 
Wert 10~-° einen Héchstwert dar. Es kann dies von Inter- 
esse sein, da in der letzten Zeit Anschauungen iiber die 
enzymatische Rohrzuckerspaltung zum Ausdruck gebracht 
worden sind, die eine viel gréBere molekulare Konzentration 
des Enzyms voraussetzen.’) 

Die in Versuchsreihe 2 angewendete Menge Enzympriparat 
war 0,26 mg (Jf = 200) in 50 ccm. Das gibt 5,2 mg pro Liter. 





1) Hedin, Diese Zs. Bd. 154, S. 252 (1926). Hammarsten, Lehr- 
buch d. physiol. Chemie. 11. Aufl. S. 45ff. 
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Das Silberaiquivalent wird also 
5,2-1078 
Haben meine Versuche wahrscheinlich gemacht, daB Silber 
und wie wir spiter sehen werden, auch andere Metalle, an 
Stelle eines dissoziierbaren Wasserstoffatoms tritt, so ist damit 
nicht gesagt, an was fir einer Gruppe dieses Atom haftet. 
Mit der Bindung des Substrates hat sie jedenfalls nichts zu 
tun. Nach einer alten Ausdrucksweise sollte man sagen, daf 
sich die betreffende Gruppe in dem ,,kolloiden Traiger“ oder 
,proteinahnlichen Teil“ des Enzymmolekiils befindet. Meines 
Wissens gibt es aber keine wirklichen Griinde anzunehmen, 
daB ein solcher Teil sich irgendwie von dem iibrigen Teil des 
Molekiils, ,,der aktiven Gruppe“, scharf unterscheidet. Wie 
auch aus Arbeiten aus Willstitters Laboratorium hervorgeht, 
mu8 man annehmen, daB die Gruppen, welche die elektro- 
chemischen EKigenschaften des Enzyms bedingen, im ,,kolloiden“ 
Trager liegen. Es ist unméglich zu denken, da dieser unter Er- 
haltung der enzymatischen Wirksamkeit entfernt werden kénnte. 
Die enzymatische Wirkung beruht teils auf der Bindung des 
Substrats, teils darauf, daB die so entstandene Verbindung 
wahrscheinlich wegen besonderer elektrischer Eigenschaften des 
Enzyms zerfiallt. Die letzten miissen als dem ,,kolloiden Trager“ 
eigen angesehen werden. Die sogenannte aktive Gruppe wiire 
also eigentlich nur die substratbindende Gruppe oder Gruppen. 
Warum man diese Gruppen als von dem kolloiden Trager be- 
sonders getrennt ansehen sollte, ist nicht einleuchtend. Wie ich 
unten zeigen werde, ist es dazu wahrscheinlich, daB die 
substratbindenden Gruppen diejenigen sind, die die basische 
Natur des Enzymmolekiils bedingen. Die Gruppen, welche fiir 
die elektrochemischen Kigenschaften verantwortlich sind, hat man 
in den ,,kolloiden Traiger“ verlegen wollen. Fiir die aktive Gruppe 
bleibt also nichts tibrig, und ich sehe in der Saccharase nur 
ein Riesenmolekiil, in einigen Hinsichten vielleicht protein- 
iihnlich, das wenigstens eine basische Gruppe (Amingruppe, 
substratbindende Gruppe, siehe unten) und wenigstens eine 
saure Gruppe hat, welche u. a. Silber bindet. 


-s= ~ 9000. 
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Ks ist nun die zweite Frage, ob diese Fahigkeit der sauren 
Gruppe, Silber und andere Metalle kriftig zu binden, Schliisse 
auf die chemische Natur der Gruppe zu ziehen erlaubt. EKinen 
Versuch diese Frage zu beantworten, haben Euler und Svan- 
berg gemacht"), indem sie elektrometrisch einige Stoffe hin- 
sichtlich ihrer Fahigkeit Silber zu ,entionisieren“, untersuchten. 
Sie fanden, da$ in Verdiinnungen, die von derselben GréBen- 
ordnung wie die des Enzyms sein diirften, folgende Stoffe 
Silber stark banden: 


Nucleinsiiuren, 
Cystein, 
KiweiB. 

Die Vermutung, daB eine Phosphorsiuregruppe im Enzym- 
molekil das Silber bindet, wurde spiter unwahrscheinlich, 
als Willstitter und Mitarbeiter, deren Versuche durch Ar- 
beiten in diesem Laboratorium vollig bestitigt wurden, zeigen 
konnten, daB durch die Adsorptionsmethoden gereinigte Knzym- 
priparate beinahe phosphorfrei sein kénnen. Zwar braucht 
dies, meiner Ansicht nach kein bindender Beweis gegen die 
Annahme zu sein, Ag werde an Saccharase durch einen Nuclein- 
siurerest gebunden, denn die Konzentration der Saccharase 
kénnte auch in den reinsten bisher dargestellten Priparaten 
prozentisch sehr klein sein; zurzeit hat die Nucleinsiuretheorie 
jedoch keine Stiitzen. 

Was das Cystein betrifft, so erinnern wir uns, daB sich 
die silberbindende Gruppe des Enzymes in einem sogenannten 
proteinihnlichen Molekiil befindet, und bekanntlich enthalten 
viele Proteine Schwefel, an «-Aminopropionsiure gebunden. 
Dies konnte auch damit in Ubereinstimmung sein, daB Kier- 
albumin Ag stark bindet. 

Aus meinen Versuchen geht hervor, daB die Bindung des 
Silbers wahrscheinlich an die Gruppe erfolgt, welche den 
Saurecharakter des Enzyms bestimmt. Die SH-Gruppe 
im Cystein besitzt in Verhaltnis zu der Carboxylgruppe sehr 
schwach saure Eigenschaften. Damit stimmt auch, daB die 
elektrometrisch gemessene Bindung des Silbers an Cystein 





') Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, 8. 142 (1921). 


ie 
wv 
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keine solche Anhangigkeit von der Aciditit in dem in Frage 
kommenden Gebiete aufweist, wie bei Saccharase.’) Ist ein 
Cysteinrest in der Saccharase fiir die Silberbindung verant- 
wortlich, so ist dies nur médglich, wenn die Carboxylgruppe 
verestert ist. Dies ist ja auch sehr wohl denkbar. Die Carb- 
oxylgruppe eines Cysteinmolekiils kann in einer Peptidbindung 
beteiligt sein, und die sonstige Struktur des Peptids so, dak 
sich die sauren Kigenschaften der SH-Gruppe geltend machen. 

Wohl muB man gestehen, daB die analytischen Unter- 
suchungen von Enzympriparaten noch nicht die Zusammen- 
setzung der reinen Enzyme geben kénnen, sie kénnen aber 
eine durchschnittliche Zusammensetzung der Stoffe geben, die 
das Enzym wihrend der Reinigungsoperationen begleiten, und 
die wahrscheinlich von ahnlichen chemischen Eigenschaften wie 
das Enzym sind. Die analytischen Untersuchungen, die an 
vielen Priparaten von Saccharase besonders von Josephson’) 
ausgefiihrt worden sind, geben eine Zusammensetzung, die an 
die gewdhnlichen Eiwei8e erinnert. Das durch Diffusions- 
versuche ermittelte Molekulargewicht ist auch von derselben 
GréBenordnung wie das, das man mit derselben Methode bei 
EiweiB erhalt. Die Michaelissche Theorie gibt einen iso- 
elektrischen Punkt bei p, = 4,5, etwa wie der der Gelatine. 
Wie verhalten sich nun die EKiweibe gegen Schwermetalle? 
Svanberg und Euler haben die Silberbindung durch Eler- 
albumin elektrometrisch gemessen, leider aber nicht die 
Aciditit variiert. Hier sind einige Versuche von Loeb ®*) 
von Interesse. Er untersuchte, allerdings mit einer groben 
Methodik, die Silberbindung der Gelatine. Sie ist von der 
Aciditit stark abhingig, und zwar in derselben Weise wie 
die Silberbindung der Saccharase nach meinen Versuchen 
ist. Bei einer gegebenen Ag-Konzentration trat bei p, < 4,6 
keine Bindung von Silber ein, bei p,, = 4,8 wurde sie merkbar 





1) Myrbiack, Sv. Vet. Akad. Arkiv Bd. 8, Nr. 29 (1923). 

2) Siehe z. B. Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 446, 453, 
1097 (1923); Bd. 57, S. 299, 859 (1924); Diese Zs. Bd. 136, S. 224 (1924). 

8) J. Loeb, Proteins and the Theory of colloidal behavior. Neu- 
york 1922. 
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und stieg dann mit fallender Aciditit um bei p, > 6,5 an- 
scheinend konstant zu werden. In analogen Versuchen fand 
Loeb, daB Cu und Ni sowie basische Farbstoffe in ihrer Bin- 
dung zu Gelatine dieselbe Abhiingigkeit von der Aciditiit 
zeigten. Alle diese Resultate sind meinen vdllig analog und 
man dirfte behaupten kénnen, da die Silberinaktivierung der 
Saccharase darin besteht, da8 eine schwache Siure (A, = etwa 
3-10—") mit dem Metall ein Salz bildet. Es diirfte dies die 
erste rein chemische Stiitze der Michaelisschen Theorie sein, 
die in der Saccharase einen Ampholyten mit dem isoelektrischen 
Punkte bei p,, = 4,5 sieht. 


Ich habe die Untersuchung mit anderen Metallen fortgesetzt; 
denn ist die Deutung der Silberinaktivierung richtig, so ist es 
wahrscheinlich, daB andere Metallinaktivierungen iihnlich verlaufen. 
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Von ialteren Arbeiten iiber Saccharase sind nur die von 
Kuler und Svanberg zu erwihnen. Sie fanden, daB auBer 
Ag auch Quecksilber stark inaktiviert, ebenso Gold. Viel 
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weniger kriftig wirkten Th und Cu. 
Hg-Inaktivierung habe ich spater fortgesetzt und gefunden, daf 
Hg in das Enzymmolekil in irgendeiner anderen Weise ein- 
greift als Ag. Diese Auffassung haben meine neuen Versuche 
gestiirkt und vertieft und die Hg-Inaktivierung wird im Zusammen- 
hang mit den basischen Gruppen des Enzym besprochen. 

In derselben Arbeit?) konnte ich aber zeigen, daB die In- 
aktivierung der Saccharase durch Cu und Pb vollkommen ebenso 
Ich habe jetzt die Versuche 


verliuft, wie die Ag-Vergiftung. 
wiederholt und neue mit anderen Metallen angestellt: 


Saccharase und Cu. 





Die Versuche iiber die 


Versuch 10. 80mg CuSO, + 5H,O zu jedem Versuch. [(Cu]=0,0064. 





Pu 


Ohne Gift 


2.8 
3,6 











1) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi usw. Bd. 8, Nr. 29 (19283). 
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10 
20 
20 
20 
20 


13 
33 


13 
33 


10 
20 


15 
30 
15 
30 
15 
30 
15 
30 








D 


1,75 
0,36 
0,79 
0,50 
0,70 
2,00 
0,51 
2,40 
1,22 
3,00 
2,60 


Kreuze in Fig. 2. 


1,38 
— 0,06 
1,48 
0,10 
1.92 
0,80 
2,67 
2,02 








k + 10 


405 
433 
349 
403 
365 


261 
243 
182 
170 


97 
95 


Saccharase und Pb. 
100 mg Pb(NO,), zu jedem Versuch. 
Ohne Gift ist /-10* = 419. 


340 
350 
320 
326 
240 
232 


115 
111 


Ringe in Fig. 2. 











Ieyy * 108 Ket 
419 100 
349 83 
403 96 
365 87 
252 60 
176 42 

96 23 
[Pb] = 0,0060. 
345 82 
323 17 
236 56 
113 27 














ie: 
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Saccharase und Zn. 
Versuch 12. In jedem Versuch 0,100 g Zinkammonsulfat. {Zn]=0,0068. 




















Pi t D k . 104 hy id 10! keel 

Ohne Zn 15 1,95 234 
32 0,79 218 226 100 

2,70 22 1,90 166 
40 0,90 166 166 74 

3,42 22 1,63 199 
40 0,60 193 196 87 

4,52 22 1,70 190 
40 0,71 182 186 82 

4,91 22 2,01 152 
40 1,18 142 148 66 

5,28 25 2,10 125 
46 1,20 125 124 DOD 
5,54 46 1,94 77 17 34 


Vierecke in Fig. 2. 


Saccharase und Cd. 
Versuch 13. In jedem Versuch 0,100 g CdCl,. [Cd] = 0,0091. 


Ohne Cd 20 1,68 212 
30 0,94 216 214 100 

3,62 20 1,90 182 
41 0,85 166 174 81 

4,28 20 1,96 174 
Al 0,94 158 166 78 

4,91 30 1,64 145 
51 0,79 137 141 66 

5,54 30 2,10 104 
51 1,60 88 96 45 

















Dreiecke in Fig. 2. 


Diese 4 Metalle werden also etwa gleich stark an das 
Knzym gebunden. Da hier die Dissoziationskonstanten der 
Knzymsalze viel griBer als bei Silber sind, so ist die gebundene 
Metallmenge gegen die totale vollkommen zu vernachlissigen. 
Aus der Formel (6) (S. 182) kénnen wir daher folgende Kon- 
Stanten berechnen: 





‘Cy = 10-68%. [Cu] | [HE] _ ~6,6 , 09,0064 
Kou — 10 (H] (Ouk] = 10 107m? ; 
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wenn wir den Punkt der halben Aktivitét wahlen. Wir finden 
Koy = 2,6-1074, 
Kpy = 2,7-1074, 
Km = 3,4-1074, 
Kea = 5,7-1074. 


Vergiftungsversuche mit anderen Metallen. 
Versuch 14. In allen Versuchen py = 4,55 und 0,100 mg Metallsalz. 




















Salz t D k . 104 key ® 104 kre. 

wa, . wt oe 1,07 224 
41 0,25 220 222 98 

OMO,.2.+.48 1,16 214 
Al 0,36 210 212 94 

MaSO,. © 6 « 28 1,15 208 
41 0,28 216 212 94 

FeCl, +12H,O. .| 15 1,97 231 
32 0,80 217 204 99 

Al,(SO,), + 24H,O | 27 1,15 215 
41 0,32 215 215 95 

KCr(SO,), +12H,O | 27 1,20 209 
AI 0,40 206 208 92 
Ohne Gift . . .] 31 0,79 226 226 100 


Die untersuchten Metalle besitzen alle nur eine sehr ge- 
ringe Affinitit zum Enzym. JDasselbe gilt von Beryllium, 
wobei allerdings die besondere Struktur des Berylliumacetats 
von Bedeutung sein kann. 

In diesem Zusammenhang ist die Tatsache bemerkenswert, 
daB die dreiwertigen Metalle, welche in Lésung nicht merkbar 
inaktivieren, in Form von ihren festen Hydroxyden die besten 
Sorptionsmittel fiir Saccharase sind. Es ist dies ein Beweis 
dafiir, da8 die Bindung zwischen Enzym und Sorbens nicht 
derselben Art ist wie z. B. die Bindung Enzym-Ag. Dafiir 
spricht ja auch, da8 das Enzym tatsichlich im Tonerdesorbat 
wirksam ist.!) Dies muff bedeuten, daB sowohl die substrat- 





1) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 157, 8. 251 (1914); Willstatter 
u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, 8, 53 (1921). 
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bindenden Gruppen wie die, an welcher das ionisierbare Wasser- 
stoffatom gebunden ist, vom Sorbens nicht besetzt sind. 

Wenn die Gruppe, woran Ag gebunden wird, mit dem 
Hydroxydsorbens reagiere, so miibte die Ag-Saccharase, d. h. 
eine mit iiberschtissigem Ag versetzte Saccharaselésung, schlechter 
sorbierbar sein als das freie Enzym. Dies habe ich nun in 
einigen vorliufigen Versuchen gepriift: 

Kine Saccharaselésung (Jf = 50) wurde mit einer be- 
kannten Menge Tonerde behandelt, und die Menge des nicht 
sorbierten Enzyms im Filtrat bestimmt. Das zweitemal wurde 
dieselbe Menge Enzymlésung mit einer zur volligen Inakti- 
vierung ausreichenden Menge AgNO, versetzt und danach die 
Sorption in demselben Volumen und mit ebenso viel Tonerde 
vorgenommen wie im ersten Versuch. Das Filtrat wurde mit 
H,S behandelt und die nicht sorbierte Menge bestimmt. Durch 
besondere Versuche wurde festgestellt, daBi véllige Regeneration 
durch den Schwefelwasserstoff eintrat. 


Versuch 15. 5°/, Tonerdesuspension. 
Anfangsdrehung der Zuckerlésung + 3,44°. 





Zeit der Proz. 











Enzymloésuns Drehun | ; 
ee Inversion em Sorption 
lcm Feaym. 2 2 st ke HO 12 Min. 1,60 -- 
1 ecm 5 + 3cem 107*n-AgNO, Ww « 3,44 
1 eem » + 10cem 10~*n-AgON, 
+ H.S . . . . ° . 12 9 1,70 — 
leem Enzym mit 1 ccm Al-Susp. sor- 
ee ee rae 12 , 5.04 80 
1 eem » + 38eem 107° n-AgNO, 
mit 1 cem Al-Susp. sorbiert: H,S Mm x 3,38 97 
leem Enzym mit 0,5 eem Al-Susp. 
en ” x 2,20 36 
leem Enzym + 3cem 10~*n-AgNQ, 
mit 0,5 eem Al-Susp. sorbiert: H,S 12 ,, 2,80 68 


Die Versuche zeigen mit aller Deutlichkeit, daB die Ag- 
Saccharase leichter sorbierbar ist, als das freie Enzym. Wie 
dies auch gedeutet werden mag, dafiir sprechen wenigstens die 
Versuche nicht, daB Ag und Al(OH), dieselbe Gruppe binden. 
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Kin Versuch, bei dem die Saccharase aus 107° n-HgC),- 
Lésung sorbiert wurde, zeigte, daB auch die Hg-Saccharase 
Jeichter sorbierbar ist als das freie Enzym. DaB die substrat- 
bindenden Gruppen, an die sich Hg wahrscheinlich anlagert 
(vgl. unten), bei der Sorption frei bleiben, folgt ja itibrigens 
auch daraus, daB das Sorbat wirksam ist. 


3. 
Die Saccharase als Base. 


Die substratbindenden Gruppen. 


Wahrend die Deutung des alkalischen Astes der p,,-Kurve 
als die Dissoziationsrestkurve einer schwachen Siure schon 
mehrmals einer griindlichen Diskussion unterworfen worden ist. 
sind die Untersuchungen iiber den sauren Ast nicht zahlreich, 
und eine begriindete Theorie existiert kaum. So schreibt 
Kuler’): ,Den sauren Zweig der Kurve suchten Michaelis 
und Davidson?) durch die Annahme einer basischen Disso- 
ziation der Saccharase zu erkliren. Aus den Versuchen von 
Josephson®) geht aber hervor, dab die Affinitaét zwischen 
der Saccharase und dem Rohrzucker in diesem Gebiet von der 
Aciditiit abhingig ist. Die Verhiltnisse liegen also hier anders 
als im oben besprochenen Gebiete (p,, = 4,5—9). Wenn auch 
die basische Dissoziation einen Kinflu8 auf die Inversions- 
geschwindigkeit ausiiben mag, scheint die verminderte In- 
versionsgeschwindigkeit bei den héheren Acidititen doch in 
erster Linie durch die Affinititsiinderung veranlaBt zu sein.“ 

Da8B aber kein Widerspruch zwischen der Theorie von 
Michaelis und Davidsohn und den neuen Ergebnissen vou 
Josephson besteht, sondern daf sie einander gegenseitig in 
schénster Weise komplettieren, hoffe ich unten zeigen zu 
kénnen. Fir die Michaelissche Auffassung von den basi- 
schen EKigenschaften des Enzyms fehlten bisher natiirlich 
direkte Beweise, denn als beweisend kénnen wohl kaum die 





1) Euler, Chemie der Enzyme I (3. Aufl.), S. 69. 
®) Michaelis u. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 35, S. 266 (1911). 
*) Josephson, Diese Zs, Bd. 134, 8. 50 (1924). 
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elektrochemischen Messungen, die ich und Euler und Joseph- 
son an Saccharasepraparaten ausgefiihrt haben, angesehen 
werden. Wir haben indessen in den Inaktivierungsversuchen 
mit gewissen Reagenzien ein Mittel zu lernen, ob im Saccha- 
rasemolekiil basische Gruppen vorhanden sind. Durch solche 
Versuche habe ich mich zuerst davon iberzeugt, daB basische 
Gruppen vorhanden sind und daf die Reaktion dieser Gruppen 
mit passenden sauren Reagenzien so verlauft, wie eine Salz- 
bildung zwischen schwacher Base und Siure. Durch Unter- 
suchung der Abhingigkeit dieser Inaktivierung von der Substrat- 
konzentration bin ich zu folgender Auffassung iiber die Aufgabe 
der basischen Gruppen im Enzymmolekiil gefiihrt worden, die 
die verminderte Affinitit des Enzyms zu Zucker bei gréSeren 
Acidititen und die p,-Kurve als Dissoziationsrestkurve einer 
schwachen Base erklirt: 

Wihrend die meisten bisher untersuchten Gifte (Metalle, 
Amine usw.) Inaktivierangen hervorrufen, deren GriSe von der 
Substratkonzentration unabhiingig ist, gibt es auch Stoffe, deren 
Wirkungen auf das Enzym so von dem Substrat beeinfluBt 
werden, da die Inaktivierung mit vergréferter Substrat- 
konzentration abnimmt. Dies bedeutet, daB sich inaktivieren- 
der Stoff und Substrat gegenseitig verdriingen, oder anders 
ausgedriickt, da sich das Knzym zwischen Substrat und ,,Gift« 
verteilt.1) Wihrend wir also im Falle von Metallen usw. be- 
haupten kiénnen, dab die Gruppe, die das betreffende Gift 
bindet, riumlich so weit von den substratbindenden Gruppen 
cetrennt ist, daB die An- oder Abwesenheit des Zuckers keine 
meBbaren Anderungen der giftbindenden Gruppen hervorrutt, 
so werden wir im zweiten Falle zu der Annahme gefihrt, daB 
dieselbe Gruppe im Enzymmolekiil Zucker und Gift bindet. 

(Hier kénnte man einwenden, daf auch, wenn das Gift 
an einer anderen Gruppe als das Substrat gebunden wiirde, 
es die Bindung des Rohrzuckers irgendwie verhindern kénnte. 
Die andere Annahme, daB es sich um dieselbe Gruppe handelt, 





) Vgl. Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, S. 330 und 
zwar §, 342 (1920). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVIII. 13 
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wird jédoch von vielen Versuchen, besonders von denjenige 
mit dem spezifischen Reagenz HNO,, gestiitzt.) 

Ich fand nun zuerst, daB die Reagenzien, welche in ihrer 
inaktivierenden Wirkung die oben besprochene Abhingigkeit 
von der Substratkonzentration zeigten, typische Basenreagenzie1 
sind. Ich nenne Pikrinsiure und Phosphorwolframsiure. Weiter 
zeigte die Abhingigkeit des Vergiftungsgrades von der Aciditiit, 
daB die Bindung der Reagenzien an das Enzym die Bildung 
eines Pikrates bzw. Phosphorwolframates einer Base sein mut). 
Diese Versuche machten die Annahme wahrscheinlich, daB de: 
Zucker an eine oder mebrere basische Gruppen des Enzyms 
gebunden wird. Um diese Annahme zu stiitzen, und méglicher- 
weise die Gruppen niher charakterisieren zu kénnen, habe ici: 
weitere Inaktivierungsversuche angestellt. Naheliegend ist der 
Gedanke, daB die basischen Higenschaften der amphoteren 
Saccharase einer oder mehreren Aminogruppen zuzuschreiben 
sind. Kinerseits wire dies mit der ,proteinahnlichen“ Natur 
der kolloidalen Saccharase gut vereinbar, andererseits ist be- 
kannt, daB Aminogruppen in vielen Fallen Zucker zu addieren 
vermégen. Dies gilt sowohl von aliphatischen und aromatischen 
Aminen?) als Aminosduren.*) Aus diesen Griinden habe ich 
ein Reagens gesucht, das méglichst spezifisch auf Amino- 
gruppen eingestellt ist, und als solches die freie salpetrige 
Siure gewaihlt. Die Nitrite sind unwirksam. Die Erklirung 
der Einwirkung der salpetrigen Siiure ist in der bekannten 
Reaktion mit priméren Aminen zu suchen. Die Méglich- 
keit, daB die salpetrige Siure durch Reduktion die Saccharase 
inaktiviere, wird durch meine Versuche iiber die Wirkung 
des Rohrzuckers bei der HNO,-Inaktivierung unwahrscheinlich. 
Ich fand nimlich, da, wenn ich in parallelen Versuchen dic 


1) Schiff, Liebigs Ann. der Chen. Bd. 140, 8. 123 (1866); Ba. 154, 
S. 30 (1871); Sorokin, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 37, 8S. 291 (1888); Euler 
u. Josephson, Diese Zs. Bd. 153, 8S. 1 (1926). 

*) Kostytschew u. Brilliant, Diese Zs. Bd. 127, &. 230 (1923); 
Irvine u. Hynd, Jl. Chem. Soc. Bd. 99, S. 161 (1911): Neuberg u. 
Kobel, Biochem. Zs. Bd. 162, 8. 496 (1925); Euler, Krunius u. Jo: 
sephson, diese Zs. Bd. 155, 8. 259 (1926); Euler u. Brunius, Chem. 
Ber. Bd. 59, S. 1581 (1926). 
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Hinwirkung von HNO, auf das Enzym mit und ohne Zusatz 
von gewissen Zuckern bestimmte, die Inaktivierung bei An- 
wesenheit von Zucker viel kleiner war, was darauf beruht, daB 
der Zucker die Anzahl freier Aminogruppen herabsetzt und 
dadurch gegen die Wirkung der salpetrigen Siure schiitzt. Ich 
konnte weiter feststellen, da Gitte, welche die basischen 
Gruppen des Enzyms besetzen, auch eine Schutzwirkung gegen 
HNO, ausiiben, wihrend andere Gifte, welche z. B. die saure 
Gruppe des KEnzyms angreifen, keine solche Schutzwirkung 
zeigen. Obige Uberlegung fiibrt zu folgender Auffassung von 
der Bindung des Substrates: 

Die Bindung zwischen Saccharase und Rohrzucker (oder 
wenn mehrere Bindungen vorkommen, wenigstens eine davon) ist 
eine Bindung zwischen einer primiren Aminogruppe des Enzyms 
und Hydroxylgruppen des Substrates. Die Aminogruppe bindet 
auch die Spaltprodukte, ebenso andere Zucker und Aldehyde. 

Hier kénnte man nun einwenden, da fir die Bindung 
eines Zuckers an eine Aminogruppe notwendigerweise im Zucker 
eine freie Aldehydgruppe vorhanden sein miisse, und da im 
Rohrzucker dies sicher nicht der Fall ist, dieser Zucker nicht 
durch dieselbe Gruppe, wie z. B. Glucose, gebunden werden 
kann. Man muB auch gestehen, daf eben die geringe Reak- 
tionsfihigkeit des Rohrzuckers die Bestimmung der Natur von 
dessen Bindung zum Enzym erschwert hat, Ich will doch in 
diesem Zusammenhange auf friihere Untersuchungen  iiber 
Aminverbindungen von Zuckern hinweisen; so kommt z. B. 
Sorokin, der eine griindliche Untersuchung iiber Zuckeranilide 
und Toluide verdffentlicht hat, zu dem Schlusse, daB die 
Amingruppe nicht an den Aldehydkohlenstoff der Aldozucker 
tritt, sondern mit Hydroxylen reagiert. ‘Tatsaichlich ist auch 
eine Anilinverbindung von Reohrzucker dargestellt worden. 

Wir wollen nun sehen, wie diese Theorie der substrat- 
bindenden Gruppen den sauren Ast der p,-Kurve erklirt: 

Wir haben in der Lésung das Gleichgewicht: 

NI wl] 
SNL 3 = K,, = 0,02—0,04. 
([ENH,] ist die Saccharase als Base betrachtet, 


[S| ist Rohrzucker. 
i3* 
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Ks ist anzunehmen, daS nur freie NH,-Gruppen, nicht ilre 
Salze mit Zucker reagieren. (Vgl. meine Untersuchung iiber 
die Bindung von aromatischen Aminen an eine aldehydartige 
Gruppe im Enzymmolekiil und analoge Versuche mit Zuckern 
und auch H. Hammarstens?) Untersuchung iiber Gleichgewichte 
vom ‘I'ypus: Aldehyd—Phenylhydrazin.) Die Bindung des Zuckers 
an die Saccharase ist also bestimmt durch: 

[ENH,]-[S] 


[ENH,S] — _ A m 9 ( | } 
pee). x 19) 
| ENH,] ia. “3 


[ENH,S] + {ENH,] + [ENH,'"] = =. 3 
Aus diesen Gleichungen erhalten wir: 
etn 2d : 


2 Kn (1+ A, ) 


bo 


In der Gleichung (2) bedeutet A, die basische Disso- 
ziationskonstante der substratbindenden Amingruppe. Ich mache 
nun die Annahme, daB diese substratbindende Gruppe den 
basischen Charakter des Enzyms bestimmt, d.h. die stiirkste 
basische ist. (Dies wird unter anderen von meinen Unter- 
suchungen iiber die Bindung: Aromatisches Amin—Aldehyd- 
gruppe, gestiitzt, wo ich gefunden habe, da8 die stiirksten Basen 
auch die gréBte Affinitét zu den Aldehyden haben.) Als Wert 
von A, diirfe 1071! ziemlich richtig sein. Dies stimmt sowoll 
mit der urspriinglichen Annahme von Michaelis und David- 
sohn als mit der von Josephson?) ausgefiihrten, direkten 
Bestimmung der basischen Dissoziationskonstante des Enzyms. 

Wir wollen jetzt sehen, inwieweit diese Formel die Aci- 
ditiitskurve im sauren Gebiete zu erkliren vermag. Die einzige 
Untersuchung, in welcher der Einflu8 der Substratkonzentration 
in diesem Gebiete gemessen wurde, ist die von Josephson. 
Ich fithre hier eine seiner Tabellen an. 


) H. Hammarsten, Sv. Vet. Akad. for Kemi ete. Bd. 8, Nr. 16 
1921/28). 

*) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 133, S. 279 (1924). 

°) Josephson, Diese Zs. Bd. 134, 8.50 und zwar S. 63 (1928). 
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Ich setze & = 100, Drehungsiinderung = 0,70 (Aktivitit 
bei unendlicher Substratkonzentration), da die bei 0,1 n-Zucker 
und optimaler Aciditéit gemessene Aktivitit = 0,60 ist und K,, 
fiir dieses Praiparat von Josephson zu 0,079 bestimmt wurde. 
(Die Versuche mit 0,2 n-Rohrzucker habe ich ausgeschlossen, 
da hier eine ,Anderung des Lisungsmittels“ sich bemerkbar 
macht.) Die relative Inversionsgeschwindigkeit bezieht sich 
iiberall auf ' = 100. 

In der 5. Spalte findet man die nach meiner Formel aus- 
serechneten Werte: Relative Inversionsgeschwindigkeit = 


VAY ~ 100 
Sl a anal 
2 1 + O,O19 (1 1 10}! 
[Ss] \ (OH) , 

















Relative 
ee Inversionsgeschwindigkeit 
rg] Drehungs- | _ 
Noi 9 - 
il Pit inderung Nach den Nach meiner 
Versuchen von | | 
Jc Formel 
osephso 
£ 4.5 0,70 100 100 
0,1 4,5 0,60 83 84 
2.63 0,45 62,5 64 
0,05 45 0,51 71 72 
2.63 0,325 45 47,5 
0,02 45 0,34 48 50 
2.63 0.20 29 27 
0,01 4,5 0,21 30 33 
2,63 0,11 16 15,7 














Die Ubereinstimmung ist sehr gut. Eine niihere Priifung 
wird unten mitgeteilt. 

Kis steht somit fest, worauf auch Euler und Josephson 
hingewiesen haben, da die Affinititsinderung im sauren Ge- 
biete nur scheinbar ist. Sie beruht darauf, da die Total- 
menge des zuckerbindenden Stoffes vermindert ist. 


Ich gehe jetzt zu der Beschreibung der Vergiftungsversuche, 
die mich zu der obigen Theorie fihrten. 








196 Karl Myrbick, 


Ks ist anzunehmen, da nur freie NH,-Gruppen, nicht ilire 
Salze mit Zucker reagieren. (Vgl. meine Untersuchung iiber 
die Bindung von aromatischen Aminen an eine aldehydartige 
Gruppe im Enzymmolekiil und analoge Versuche mit Zuckern 
und auch H. Hammarstens?) Untersuchung iiber Gleichgewichte 
vom ‘I'ypus: Aldehyd—Phenylhydrazin.) Die Bindung des Zuckers 
an die Saccharase ist also bestimmt durch: 
[ENH,}- [8] 





(ENH,S| _ ae Rw b (1) 
(ENH,1:(OH] _ 5 ce 
[ENH,] \") 


[ENH,S] + (ENH,] + (ENH,"] = >. (3 
Aus diesen Gleichungen erhalten wir: 
{ENH,S} 


— 
ebm 


S = ( OK, j 
In der Gleichung (2) bedeutet A, die basische Disso- 
ziationskonstante der substratbindenden Amingruppe. Ich mache 
nun die Annahme, daB diese substratbindende Gruppe den 
basischen Charakter des Enzyms bestimmt, d.h. die stiirkste 
basische ist. (Dies wird unter anderen von meinen Unter- 
suchungen iiber die Bindung: Aromatisches Amin—Aldehyd- 
gruppe, gestiitzt, wo ich gefunden habe, daB die stirksten Basen 
auch die gréBte Affinitaét zu den Aldehyden haben.) Als Wert 
von A, diirfe 1077! ziemlich richtig sein. Dies stimmt sowohl 
mit der urspriinglichen Annahme von Michaelis und David- 
sohn als mit der von Josephson”) ausgefiihrten, direkten 
Bestimmung der basischen Dissoziationskonstante des Enzyms. 

Wir wollen jetzt sehen, inwieweit diese Formel die Aci- 
ditiitskurve im sauren Gebiete zu erkliren vermag. Die einzige 
Untersuchung, in welcher der EinfluB der Substratkonzentration 
in diesem Gebiete gemessen wurde, ist die von Josephson.’ 
Ich fiihre hier eine seiner Tabellen an. 


) H. Hammarsten, Sv. Vet. Akad. for Kemi ete. Bd. 8, Nr. 16 
1921/23). 

*) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 133, S. 279 (1924). 

3) Josephson, Diese Zs. Bd. 134, 8.50 und zwar S. 63 (1923). 
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Ich setze & = 100, Drehungsiinderung = 0,70 (Aktivitit 
bei unendlicher Substratkonzentration), da die bei 0,1 n-Zucker 
und optimaler Aciditéit gemessene Aktivitat = 0,60 ist und K,, 
fiir dieses Priparat von Josephson zu 0,079 bestimmt wurde. 
(Die Versuche mit 0,2 n-Rohrzucker habe ich ausgeschlossen, 
da hier eine ,Anderung des Lésungsmittels“ sich bemerkbar 
macht.) Die relative Inversionsgeschwindigkeit bezieht sich 
iiberall auf ' = 100. 

In der 5. Spalte findet man die nach meiner Formel aus- 
serechneten Werte: Relative Inversionsgeschwindigkeit = 














.AY . 100 
6s 
1+ 0,019 | 1+ i. | 
[Ss] \ (OH | 
Relative 
Inversionsgeschwindigkeit 
rg) Drehungs- [| _ 
LSJ Pr “ T 
dinderung nates _ Nach meiner 
Versuchen von | 
J Formel 
osephson 
L 4,5 0,70 100 100 
0,1 45 0,60 83 84 
2,63 0,45 62,5 64 
0,05 4,5 0,51 71 72 
2,63 0,325 45 47,5 
0,02 4,5 0,34 48 50 
2,63 0.20 29 27 
0,01 4,5 0,21 30 33 
2.63 0,11 16 15,7 














Die Ubereinstimmung ist sehr gut. Eine niihere Priifung 
wird unten mitgeteilt. 

Ks steht somit fest, worauf auch Euler und Josephson 
hingewiesen haben, daf die Affinitits’nderung im sauren Ge- 
biete nur scheinbar ist. Sie beruht darauf, da&k die Total- 
menge des zuckerbindenden Stoffes vermindert ist. 


Ich gehe jetzt zu der Beschreibung der Vergiftungsversuche, 
die mich zu der obigen Theorie fihrten. 
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Saccharase und Pikrinsiure.}) 

Kinige friiher von mir angestellte, nicht publizierte Ver- 
suche hatten ergeben, da8 eine nicht unbetrachtliche Inakti- 
vierung durch Pikrinsiure in saurer Lésung eintritt. 

Die jetzt angewandte Pikrinsiiure stellte ich nach der 
bekannten Methode aus Phenolsulfonsiure dar. Die Siiure 
wurde aus dem Natriumsalz gefillt und aus heiBem Wasser 
umkrystallisiert. (Kine Aciditiitsiinderung durch die Pikrin- 
siure kommt in der 0,2 n-Acetatlésung nicht in Frage.) 


Versuche 16. 
Inversion wie gewohnlich. Saccharasepriparat: Jf = 110. 
10 mg Pikrinsdiure = 0,00086 n. 





Nr. PH l D k ad 10* kyr? 104 K eet. 

a ohne Gift 26 1,25 211 
omer'r" 41 0,34 218 212 100 

b 2,4 26 2,80 55 
50 2,50 43 49 23 

c 2,8 25 2,2 114 
48 1,45 102 108 52 

d 3,6 15 2,12 205 
48 0,20 195 200 94 




















Versuch 17. 50mg Siure = 0,00430 n., 


e 2,4 26 3.40 3.5 
D6 3,07 2,9 3,2 | etwa 1,0 
f 3.6 15 2,42 155 
48 0,66 | 155 155 73 
g 4,25 15 2.10 209 
48 0,10 23 206 97 




















Der groBe EinfiuB der Substratkonzentration, der aus dem 
Versuch 18 hervorgeht, macht wahrscheinlich, daB sich das 
Enzym zwischen Zucker und Gift verteilt. 

Bezeichnen wir die Konzentration der Pikrinsiure, die 
als véllig dissoziiert angesehen werden kann, mit [P], so 
haben wir: 


1) Uber Vergiftung durch Nitrophenole. Rona, Biochem. Zs. 
Bd. 118, 8. 232 (1921). 
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( [ENH,'][0H] 





ENE] = Sy = 10%, 
ENA iy 
,  L[ENH,P) p)) 
(ENH,J[S] _ 
|ENH,S] m? 





| [ENH,S] + [ENH,] + [ENH,] + [ENH,P] = =. 


Durch Elimination erhalten wir dann: 














' ENH,S ( = 
Rel. Geschw. = Bs aimee —— — a (5) 
<a 1 Am b 1 AE 
+5) {t+ ony (t ze) 
‘ | i | ies 





A 
/ 











b a -4 --—~~---4 





Aktivitat 





& 

















Relative 

















Da wie oben angedeutet, die gebundene Pikrinsiiuremenge 
gegen [P] verschwindend klein ist, so ist fiir jeden konstanten 
Wert von [P] 


100 
Rel. Geschw. = 


} Kin K, 
1 4 S 1 + C-a| 





*) Die gebundene Pikrinsiiuremenge ist gegen [P] zu vernachlissigen. 
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Versuch 18. 
Einflu8 der Substratkonzentration. Pr = 2,80; 0,00086 n-Pikrinsiure. 





























2 ati " 
; 7 Relative Relatiy ¢ 
Nr. [S] t D Gescl Geschw. 
escnw. os 100 
h 0,146 ohne Gift 0 1,72 
| 25 0,11 100 65 
i 41 — 0,32 | 
basa mit Gift 0 1,72 | 
25 0,93 40 26 
41 0,55 
j 0,292 ohne Gift 0 3,44 
| 20 1,75 100 72 
32 0,10 | 
k | 0,292 mit Gift 0 3,44 
30 2,10 52 46 
51 1,60 
l 0,585 ohne Gift 0 6,88 
25 4,70 100 87 
41 3.44 | 
m | 0,585 mit Gift 0 6,88 | 
25 5,36 69 60 
41 4.46 


Die Formel zeigt, daB die Vergiftungskurven aus dem 
sauren Aste der p,,-Kurve durch Parallelverschiebung entstanden 
sein miissen. DaB dies auch der Fall ist, zeigen die Versuche. 

Inwieweit sich die Theorie naher den Versuchen anschlieBt, 
dariiber erhalten wir in folgender Weise AufschluB: 

Aus einem Versuche, z. B. Versuch f, bei p,, = 3,60 
kénnen wir A, berechnen. Wir bemerken zuerst, dab wir £,.) 
auf »' (= Aktivitit bei [S] = oo) umrechnen miissen und er- 
halten dann hy), = 64. A, ist fir dieses Priparat appr. 








= 0,04. 
Nun ist 
. 100 
64 = : = : 
1a 0008 |, , 10-8 1, 90,0043 
0,292 1y— 1680 | ra 
und 


A, = 0,00025 +. 0,00005. 
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Unter Anwendung dieses Wertes berechne ich jetzt alle 
Versuche: Rel. Aktivitiit auf  umgerechnet. 

















. ‘ a ee 
Versuch sci Relative Aktiv itat 
XY L>) Pit ne 
wide gef. ber. 
b 0,292 2,4 20 30 
re 0,292 2,8 45 50 
d 0,292 3.6 83 79 
e 0,292 2,4 1,3 a3 
{ 0,292 3,6 64 (64) 
gr 0,292 4,25 85 80 
h 0,146 2,8 65 62 
i 0,146 2,8 26 29 
j 0,292 2,8 72 | 75 
k 0,292 2,8 34 | 39 
l 0,585 2,8 S7 | 90 
m Q,oe0 2,8 60 a7 


Die weniger gute Ubereinstimmung zwischen gefundenem 
und berechnetem Werte im Versuch 2 beruht darauf, daB in 
so saurer Lisung die Aciditit weniger definiert ist und auch 
das Enzym einer irreversiblen Zerstérung unterliegt. Sonst ist 
in allen Versuchen, wenn man die Unsicherheit in den Werten 
von A, und A, bedenkt, die Ubereinstimmung gut. Wir koénnen 
also behaupten: 

Die Inaktivierung der Saccharase durch Pikrin- 
siure beruht darauf, daB die schwache Base Saccha- 
rase (die Amingruppe) mit der Siure ein wenig disso- 
zilertes Salz gibt. 


Saccharase und Phosphorwolframsaure. 


Als spezifisches Reagens auf organische Basen wurde 
Phosphorwolframsiure untersucht. Die Siure war ein reines 
Kahlbaumpriiparat. (Die Siure wird der Kiirze wegen mit 
PWo bezeichnet.) 
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, Versuch 19. py = 2,4. [S] = 0,292. 
Aus dem Versuche 22a ohne Gift bei py = 4,25 berechnen wir die 
Konstante bei unendlich groBer Substratkonzentration zu K- 10+ = 239, 


Dieser Wert ist als Maximalwert genommen und frel. auf & = 100 


























bezogen. 
Nr. | mg PWo t D k + 10+ ky, > 10+ kay 
a _ 30 1,66 144 
60 0,42 140 142 60 
b 0,05 30 8,05 28 
60 2.75 26 27 11 
eC 0,02 30 2,10 104 
60 1,15 98 101 42 
d 0,01 30 1,85 126 
60 0,75 120 123 D1 
Versuch 20. py = 2,80. 
a _ 20 1,88 186 
70 — 0,40 182 184 77 
b 0,01 20 2,01 168 
70 —0Q,15 158 163 68 
¢ 0,02 20 2,35 125 
70 0,36 123 124 52 
d 0,05 20 2.90 60 
1 1,96 50 55 23 
e 0,5 20 3,36 
70 3,09 etwa 10 etwa 10 etwa 4 
f 0,8 100 3,44 0 0 0 
g 1,0 30 3,44 0 0 0 
i 
h 5,0 35 3,44 | 0 0 0 























Wir sehen (Fig. 4), daB die Vergiftungskurven hier ialn- 
lich verlaufen, wie friiher im Falle von Pikrinsiiure gefunden 
wurde. Es ist deutlich, daB auch hier eine Salzbildung zwischen 
der komplexen Siiture und der Base Saccharase vorliegt. Nur 
die Ionen [KNH,'] binden die Saiure. Dies ist in voller quali- 
tativer Ubereinstimmung mit den Verhiltnissen bei der Bildung 
von Phosphorwolframaten bekannter Basen. Bekannilich treten 
die Phosphorwolframate erst in ziemlich stark saurer Lésung 
hervor und zwischen der optimalen Aciditit der Bildung der Salze 
und die Stiirke der Base gibt es eine deutliche Beziehung. 








4 
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Versuch 21. py = 8,62. 























Nr. | mg PWo t D ke + 108 is y+ 104 Kner. 

a -— 20 1,80 196 
52 0,05 200 198 83 

b 0,05 20 1,80 196 
52 0,19 180 188 79 

¢ 0,1 20) 1,90 182 
52 0,20 178 180 75 

d 0,2 20 1,97 173 
52 0,40 163 168 70 

€ 0,5 20 2,15 155 
52 0,64 145 150 63 

f 1,0 15 2,60 126 
52 1,00 120 123 52 

g 2,0 20 2,48 110 
52 | 1,25 106 108 45 

Versuch 22. py = 4,25. 

a — 26 1,25 211 
60 — 0,30 205 208 87 

b 0,05 26 1,25 211 
60 — 0,30 205 208 87 

¢ 0,5 26 1,28 207 
60 — 0,30 205 206 86 

d 1,0 26 1,30 206 
60 —0,25 196 201 84 

e 2,0 26 1,30 206 
60 — 0,25 196 201 84 

f 10,0 26 1,45 187 
60 —0,15 185 186 78 




















Nicht nur reine Basen geben mit Phosphorwolframsiiure 
schwerlésliche Salze, sondern iiberhaupt scheinen basische 
Gruppen damit zu reagieren. Salze mit einer groBen Anzahl 
von Aminosauren sind bekannt und teilweise gut charakterisiert." 
Im Hinblick auf gewisse friiher besprochene, ,,proteinihnliche“ 
Kigenschaften. der Saccharase ist es von Interesse, daB die Ei- 


*) Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 27, S. 178 (1899); Barber, Mon.-H. 
fiir Chemie Bd. 27, S. 385 (1906); Drummond, Biochem. Jl. Bd. 12, 
S. 1 (1918). 
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weibe mit Phosphorwolframsiiure reagieren, und dab die Re- 
aktion eine Abhingigkeit von der Aciditit zeigt, die der der 
Saccharase abnilich ist. ,,Da aber die Kiwei8kérper sehr schwache 
Jasen sind, so werden die Salze, das phosphorwolframsaure usw. 
EKiweiB, durch die lonen des Wassers dissoziiert, und die Nieder- 
schliige bilden sich nur bei einem UberschuB von Siure. Bei 
alkalischer Reaktion lésen sie sich wieder auf; nur einige stirker 
basische KiweiBe, die Histone, das Histopepton und besonders 





100 








it 





50 





Relative Aktivit& 


























2 3 Py 4 5 


Fig. 4. 


die Protamine, werden auch bei schwach alkalischer oder 
mindestens neutraler Reaktion gefiillt.?) 

Mit dem Gedanken, daB das Enzymmolekiil von protein- 
iihnlicher Natur sein kann, sind also die Versuche in gutem 
Kinklang, aber natiirlich beweisen sie sie durchaus nicht, da 
iiberhaupt nur die Anwesenheit von einer basischen Gruppe 
(Aminogruppe) mit A, = etwa 10~" gezeigt wird. 


1 Cohnheim, Chemie der Eiweibkérper. 
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Versuch 23. 


Einflu8 der Rohrzuckerkonzentration. py = 2,8; 0,02 mg PWo. 











~-- 
S t D | Rel.-Geschw. 
i 1 
0 1,72 
ohne Gift 10 0,95 100 
| 21 0,30 
0,146 
| | 0 1,72 
mit Gift 10 1,51 | 25 
21 1,34 
Q 3.44 
ohne Gift 20 1,88 100 
70 — 0,40 
0,292 | 1 
iy 0,44 
mit Gift 20 | 2.45 ( 55 
70 0,56 
0 6,88 | 
ohne Gift 10 18 | 100 
| 21 5,45 
0,585 j ) 
, 0 6,88 i 
mit Gift 10 6,36 | T5 
rt 5,64 | 








Die Versuche zeigen, daB sich auch hier das Knzym 
zwischen Zucker und PWo verteilt. Kin paar Versuche wurden 
auch bei einer anderen Aciditit angestellt. 


Versuch 24. py = 3,7; 1,0 mg PWo. 














i ' 
[S] t D Rel. Geschw. 
ohne Gift 0 1,72 100 
| 12 0,73 
0,146 
| 0 1,72 ! 
mit Gift 12 1,il i 58 
ohne Gift 0 6,88 , 100 
a | 12 5,80 | 
0,585 ; ‘ 
| 0 6,88 
mit Gift 30 5,00 \ 72 


Diese Versuchsreihe bestitigt das Ergebnis der voraus- 
gehenden. Aus den Versuchen mit Phosphorwolframsiure 
ziehen wir also auch den SchluB, daB sich das Substrat an 
eine oder mehrere basische Gruppen des Enzyms anlagert. 
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Nuh sind wir leider iiber die Dissoziationsverhiltnisse der 
Phosphorwolframsiiure schlecht unterrichtet, auch hat die kiuf- 
liche Siiure einen schwankenden und schwer bestimmbaren 
Wassergehalt. Wir kénnen also nicht einmal die molekulare 
Konzentration des Giftes berechnen. Weiter enthalten wenig- 
stens die ausgefillten Phosphorwolframate der bekannten Stick- 
stoffbasen 3 Mol. Base auf 1 Mol. Saure. Es ist méglich, dal 
in Lisung auch andere Salze existieren; die Verhiltnisse machen 
aber eine mathematische Behandlung unméglich. 

Leicht sehen wir indessen aus den Versuchen, daB die 
Phosphorwolframsiiure eines der kriftigsten ,Saccharasegifte* 
sein diirfte. Nehmen wir z. B. einen Punkt auf der Kurve 
0,5 mg PWo bei p,, = 2,9, so ist die relative Aktivitat auf 
~ = 100 bezogen etwa 15. 

Aus der Formel (5) (8. 199), die auch fiir die Inaktivierung 
durch PWo gilt, finden wir: 





1h 100 
lie 10-1! / “PWo ; 
1 + 0,14 E ees (1+ — | 


wo A, die kleinste Dissoziationskonstante des 1, 2 oder 3 Mol. 
Base enthaltenden Phosphorwolframates. Wir finden: 
PWo 
ay 
Das Molekulargewicht der wasserhaltigen Séiure betrigt 
wenigstens 3000. Die Lésung enthielt 0,5 mg Siure in 50 ccm 
oder 1077 g im Liter. Dies gibt approximativ 
[PWo] = 35-1077 oder 
K_ = etwa 10%. 


x 


= 39. 


Beruht die Inaktivierung durch Phosphorwolframsiure aut 
einer Salzbildung, wie ich oben die Reaktion formuliert habe, 
so war zu erwarten, daB diese Bindung durch Neutralisieren der 
Liésung gelést werden kann. In diesem Fall wird das Salz 
hydrolysiert und die organische Base wird frei. 


Versuch 25. 2 ccm Enzym, 
5 cem 2 n-Essigsiiure, 
1 ceom PWo-Lésung (1 mg), 
17 ccm Wasser. 
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Zwei solche Mischungen wurden 5 Minuten bei 25° ge- 
halten. Danach wurde in einem Falle 20 ccm 25°/,ige Rohr- 
zuckerlésung + 5 ccm Wasser, in dem 2. Versuche 20 ccm Rohr- 
zuckerlésung -+- 5 ccm 2 n-Natriumacetatlésung zugesetzt. 

In dem 1. Versuche war p,, = 2,7, 

In dem 2. Versuche war p,, = 4,6. 











t D k 42 10* Ke} 

Versuch1l. . . 30 3,30 etwa 10 etwa 5 
oe 30 1,75 135 65 
Ohne PWo . . 30 1,00 208 100 














Kine sehr weitgehende Regeneration ist also, in voller 
Ubereinstimmung mit der Theorie, eingetreten. DaB die Re- 
veneration nicht vollstindig ist, beruht darauf, daB die Saccha- 
rase, die an und fiir sich bei p,, = 2,7 langsam inaktiviert wird, 
in der Form von Phosphorwolframat noch schneller in irgend- 
einer Weise irreversibel umgelagert wird, eine Erscheinung, 
die auch zutage tritt, wenn man die Inaktivierung durch Phos- 
phorwolframsaéure nach verschiedenen Inkubationszeiten be- 
stimmt. 

Diese Erscheinung, da8 ein Stoff mit einem Enzym 
momentan reagiert, daB aber die dadurch verursachte teilweise 
Inaktivierung des Enzyms mehr oder weniger langsam zunimmt, 
muB man scharf von dem Fall unterscheiden, daB ein Stoff 
in einer zeitlich bedingten Reaktion das Enzym angreift, wie 
z. B. salpetrige Séiure es tut. In dem 1. Fall bildet sich nach 
dem Massenwirkungsgesetz eine bestimmte Menge der Enzym- 
giftverbindung, in dem letzten schreitet die Reaktion bis zur 
Vollstiindigkeit fort. Nun haben die Enzyme eine sehr be- 
schrinkte Stabilitiit, d. h. sie werden durch eine noch nicht 
bekannte Reaktion so umgelagert, daB die enzymatische Wir- 
kung verloren geht. Die reversibel gebildeten Enzymgitt- 
verbindungen besitzen auch nur beschriinkte Stabilitit, und 
zwar scheint sie im allgemeinen kleiner als die des freien En- 
zyms zu sein. Schon vor einigen Jahren konnte ich z. B. 
zeigen, daB die Silbersaccharase eine viel kleinere Hitzestabilitit 
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als die Saccharase besitzt. Wird nun die Enzymgiftverbindung 
mit der Zeit in einen anderen Stoff umgelagert, so werden neue 
Mengen Enzym in die Giftverbindung ibergefiihrt. Sehr viele 
Beispiele fiir diese Verhaltnisse findet man in der Untersuchung 
von U. Olson iiber die Inaktivierung der Amylase.’) 


Saccharase und Kieselwolframsiure. 


Vollkommen analog der Phosphorwolframsiure wirkt die 
Kieselwolframsiiure inaktivierend auf die Saccharase ein. Von 
der Wiedergabe der Versuche kann ich also absehen. 

Die Inaktivierung durch dieselben Gewichtsmengen Siure 
bei derselben Aciditit ist bei Kieselwolframsiure etwas kleiner 
als bei Phosphorwolframsiure. 


Saccharase und salpetrige Séure. 


Da nun die Anwesenheit von wenigstens einer basischen 
Gruppe im Saccharasemolekiil sichergestellt war, und auBer- 
dem die Versuche darauf hindeuteten, daB eben diese Gruppe, 
allein oder nebst anderen, die Bindung des Substrates ver- 
mittelt, galt es, die Natur dieser Gruppe wenn méglich niher 
zu bestimmen und Beweise dafiir zu liefern, daB sie an der 
Bindung des Zuckers teilnimmt. Da, wie ich oben aus- 
einandergesetzt habe, aus mehreren Griinden wahrscheinlich 
war, daB die in Frage kommende Gruppe eine Aminogruppe 
sel, so habe ich ein Reagens gesucht, das méglichst spezifisch 
mit Aminogruppen reagiert, und als solches die salpetrige 
Siure gewihlt. Die Einwirkung der salpetrigen Siiure aui 
Knzyme ist wenig studiert. Ich habe nur einige Versuche vou 
Loew’) gefunden, der die Einwirkung auf Amylase unter- 
suchte. 

Versuch 26. Gemischt wurde: 


2 ccm Saccharaselisung Jf = 110, 
1 cem 2 n-Essigsiiure, 

1ecem Wasser, 

0,1 ¢ KNO,. 





1) U. Olson, Dissertation. Stockholm 1925. 
*) Loew, Biochem. Zs. Bd. 31, S. 159 (1911). 
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— 


Die Mischung wurde 15 Minuten bei 20° aufbewahrt. 
Dann wurde 1 ccm 2 n-Natriumacetatlésung zugegeben und in 
der gewohnlichen Zucker—Pufferlésung (p,, = 4,2) die Inversion 
untersucht. Der Versuch ergab, daB das Enzym total zerstirt 
worden war. Dies deutete ich so, daB die salpetrige Siure 
mit einer oder mehreren Aminogruppen reagiert hat. Es gilt 
nun die Bedingungen fiir das Eintreten der Reaktion kennen 
zu lernen, um dadurch Stiitze fiir diese oder eine andere An- 
nahme zu bekommen. 


Versuch 27. Inkubationszeit 15 Minuten bei 20°. 


In Versuch a wurde die Kinwirkung der Essigsiure ohne Nitrit 
cemessen. In Versuch b—d wurde das Enzym wie in Versuch 26 be- 
handelt, doch wurde nur 0,05 g KNO, genommen. Die Aciditit in den 
Versuchen war verschieden. Alle Inversionen bei py = 4,57. 











‘i Pp Wihrend der , D ke108 P 
ANT. Ce i 
Vorbehandlung rel. 
a 2.6 20 1,70 209 
| 40 0,43 209 95 
j 
b | 2,6 15 3,09 51 
30 2,75 51 23 
) 
c | 3,4 20 2,55 101 
40 1,85 95 45 
4,6 20 1,87 186 
| 40 0,71 is2 84 
e ad 24 1,32 220 
| 31 0,83 220 100 

















Versuch e zeigt die Wirkung des nicht vorbehandelten 
Knzyms. In der Fig. 5 habe ich die Abhangigkeit der Zer- 
strung des Enzyms durch salpetrige Siure von der Aciditit 
veranschaulicht. Nun ist die salpetrige Saiure eine ziemlich 
schwache Saure. Die Dissoziationskonstante betriigt K = etwa 
10~*". Die Dissoziationskurve der Siéure habe ich in der 
Figur gestrichelt. Wir sehen, daB sich die Versuche zwanglos 
so denten lassen, da nur die freie salpetrige Siure auf das 
Enzym einwirkt. Es ist dies noch eine Stiitze fiir die An- 
uahme, daS Aminogruppen des Enzyms mit HNO, reagieren. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLVIII, 14 
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Man kénnte auch annehmen, daf der Dissoziationszustand 
der in Frage kommenden Aminogruppen die Geschwindigkeit 
der Reaktion bestimmt. Dies ist doch unwahrscheinlich, denn 
wenigstens im Falle von Diazotierung der Anilinderivate ist 
die Geschwindigkeit der Reaktion von der Basenstirke des 
Amins wenig abhingig.’) 


40 
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Zeitlicher Verlauf der Reaktion mit HNO,,. 
10 eem Enzymlisung, 
5 eem Pufferlésung, 
5 eem Wasser, 
0,25 ¢ KNO.. 


Von dieser Mischung nach verschiedenen Zeiten 4 cem zu In 





versionsversuch. 





Versuch 28. py = 4,57. 


Inkubation 




















t D k+104 I, +10* ke} 
Minuten ” sine 
_ 24 1,32 220 
31 0,83 220 220 100 
15 16,5 2 01 208 
32 0,95 201 202 92 
31 17 2.10 186 
31 1,16 186 186 85 
46 17 2.15 175 
32 1,27 169 172 78 
61 21 2.00 162 
46 | 0,72 158 160 72 
') Cain, The Chemistry of the diazocompounds. London 1908 
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Da die Reaktion hier ein wenig zu langsam geht, wurde 
folgende Versuchsreihe bei p,, = 3,4 ausgefiihrt. 


Aciditit ist die Saccharase stabil. 


Bei dieser 








Versuch 29. py, = 3.4. 
Inkubation 
t D k+10* k,°104 k 
Minuten M rel 
10 13 2.60 146 
3. 1,53 138 142 63 
25 18 2.66 98 
35 2.10 90 94 42 
36 20 2,80 71 
40 219 13 72 32 
50 25 2,80 57 
50 2,25 55 56 25 
ohne Gift 15 2,00 226 
31 0,79 226 226 100 

















{s wurde nun untersucht, ob sich die Reaktion nach 
einer der einfachen Geschwindigkeitsformeln berechnen 1laBt. 
Nach der bimolekularen Formel: 

1 100 — Aye), 
¢t dp. | - 


rel. 


erhalten wir die in folgender 'Tabelle verzeichneten Werte he « 

















t hs ke k, 
0 100 _ — 
10 63 0,059 0,020 
25 42 0,055 0,015 
86 32 0,059 0,014 
50 25 0,060 0,012 


Rechnen wir dagegen die monomolekulare Konstante /,. 


aus, so ergeben sich die Werte der 4. Spalte. 


Der gute An- 
14* 
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schluB der Werte an die -bimolekulare Formel muB jedoch ein 
Zufall sein, denn die Menge der salpetrigen Siure ist auch 
wenn viele Aminogruppen im Saccharasemolekiil und in den 
Verunreinigungen vorkommen, in einem so groSen Uberschub, 
daB man ihre Menge als konstant anzusehen hat. Die sinkenden 
Werte der monomolekularen Koeffizienten beruhen deshalb wohl 
darauf, daB die salpetrige Saiure selbst bei dieser Temperatur 
schnell zerfallt. (In verdiinnten Lésungen von iquivalenten 
Mengen Amin und HNO, fanden Hantzsch und Schumann 
eine bimolekulare Reaktion.!) War es nun wahrscheinlich, da 
die basischen Gruppen der Saccharase, welche mit Siuren 
Salze geben, Aminogruppen sind, so war zu beweisen, daf 
diese fiir die Bindung der Zucker und Aldehyde verantwortlich 
sind. Ich habe zeigen kénnen, daB diese Annahme die saure 
p,Kurve der Saccharase sehr gut erklirt, doch strebte 
ich danach, durch direkt chemische Versuche eine Bin- 
dung von Zucker an die Aminogruppen des Enzyms_ wahr- 
scheinlich zu machen, und habe schlieBlich folgenden Weg 
gefunden: 


Da es kaum bezweifelt werden kann, daB die salpetrige 
Siiure die Aminogruppen des Enzyms in bekannter Weise an- 
greift (sei es ein Austausch von NH, gegen OH, oder die 
Bildung einer Diazoverbindung), so war zu erwarten, dab, wenn 
man gleichzeitig Stoffe mit HNO, zusetzte, welche an die 
Aminogruppen gebunden werden, und weiche nach der In- 
kubation mit HNO, wieder abgelist werden konnten, diese 
Stoffe die Aminogruppen, d. h. das Enzym gegen die Angrifie 
der salpetrigen Siéiure schiitzt. Speziell muB, wenn man zu- 
sammen mit HNO, Rohrzucker, Glucose usw. einwirken libt, 
‘eine geringere Schidigung durch HNO, beobachtet werden. 
Wir miissen eine Schutzwirkung des Substrates fest- 
stellen kénnen. 


Ich stellte so folgende Versuche an. 


1) Hantzsch u. Schumann, Chem. Ber. Bd. 32, S. 1691 (1899); 
Schumann, a.a. O. Bd. 33, S. 527 (1900). 
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Versuch 30. 
Versuch a: 2cem Enzym ohne Gift. 
” b: 2 ” ” 9 
1 ,, Puffer py, = 2,7, 
1 ,, KNO,-Lésung (0,05 g). 


o c: Wie in b, aber im Gemische wurde 0,5 g Glucose 
aufgelést. 

‘s d: Wie in ec, aber Fructose anstatt Glucose. 

- e: Wie in ce, aber Invertzucker anstatt Glucose. 


Inkubation 15 Min. bei 20°. 

















Versuch t D k- 104 ky, + 104 Krol. 
a 0 3,44 _ 
15 1,95 234 

31 0,79 226 230 100 
b 0 3.44 — 
30 2,72 54 

61 2,07 52 53 23 
C 0 3,62 — 
2 3.53 _ 
30 2,61 17 

61 1,69 17 17 33 
d 0 2,87 1 
2 2.77 wi 
30 1,58 100 

61 0,53 98 99 43 
e 0 3.19 — 
2 3.10 aa 
30 1,97 94 

61 1,00 90 92 40 








Die Versuche zeigen deutlich, daB die Zucker eine starke 
Schutzwirkung ausgeiibt haben. Fructose wirkt starker als 
Glucose, und hat auch eine gréBere Affinitét zum Enzym. Ich 
finde dies Resultat wichtig: 

Zuckerarten, deren Bindung an das Enzym auf 
canz anderem Wege bewiesen worden ist, schiitzen die 
Aminogruppen des Enzyms gegen den Angriff der 
salpetrigen Siaure. 

Es galt nun naher zu untersuchen, ob die Verschieden- 
heit der Affinitiiten einiger Zucker zu Saccharase eine ver- 
schieden groBe Schutzwirkung gegen den Angriff der salpetrigen 
Saure bedingt. Ich habe darum mit Glucose, Rohrzucker, 
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Lactose:und Maltose Versuche ausgefiihrt. Hier kam ein reineres 
Saccharasepriparat zur Anwendung, woraus folgt, daB sehr viel 
kleinere Mengen HNO, zu einer groBen Inaktivierung aus- 
reichen: 
Versuch 81. 
1eem Enzym //f = 200, 
2 ,, 2n-Essigsiiure, 
1 ,, Wasser + KNO,, 
Pu = 2,80. 
Inkubationszeit 20 Min., danach Inversion wie gewoéhnlich bei p,; = 4,6. 




















mg KNO, t D k +104 °/, zerstort 
on 0 3,44 sie 
10 2,72 163 
20 2,10 157 i 
5 11 3.04 80 
25 2,60 76 51 
20 11 3,25 39 
25 3,01 38 77 
50 11 3,38 12 
25 3,28 16 92 


In der folgenden ‘Versuchsreihe iiber die Schutzwirkung 
der Zucker wurde zu jedem Versuche 5mg KNO, genommen. 
Sonst dieselbe Mischung wihrend der Inkubation wie im vorigen 


Versuch. 
Versuch 382. 
Inkubationszeit 20 Minuten. 











Zucker t D k+10* °/, zerstort 
—_ 0 3,44 
10 3,12 70 
20 2,78 14 55 
1 g¢ Rohrzucker 0 3,65 
0,5 3,62 
10 3,17 106 
20 2,73 105 34 
1 g Lactose 
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Versuch 383. 





Zucker t D k+10# °/, zerstort 
_ 0 3,44 
12 3,00 81 
25 2.54 82 49 
0,5 g Glucose 0 3,68 
0,5 3,65 
12 3,10 108 
25 2,58 102 84 
1,0 g Maltose 0 4,66 
0,5 4.64 
12 425 15 
25 3,70 87 49 














Stellen wir jetzt die Versuche zusammen, finden wir: 


Starke Schutzwirkung zeigen: Rohrzucker, Glucose, Fructose. 
Sehr schwache oder keine Wirkung: Lactose, Maltose. 

Von gréBtem Interesse ist es nun, zu konstatieren, daB 
die drei erstgenannten Zucker starke Affinititen zum 
Enzym besitzen, die zwei letzten keine oder eine sehr 
schwache. Zwar ist die Konzentration des wirksamen En- 
zymes nach einer enzymatischen Methode im_ willkiirlichen 
MaBstabe bestimmt, aber bemerkenswert ist doch, daB hier 
die Spezifitat der Saccharase (oder richtiger: einer ihrer 
Affinititsgruppen) durch eine gewdhnliche chemische,. 
Reaktion, die Einwirkung von HNO, auf die Gruppe 
R—NH, gezeigt werden konnte. 


In hohem Grade geeignet, die Verhiltnisse bei der Bin- 
dung des Substrats und der Reaktionsprodukte an die Saccha- 
rase (und an andere Enzyme) verstindlich zu machen, diirfte 
die Theorie von Euler iiber die an zwei bzw. mehrere Stellen 
des Substratmolekiils erfolgende Bindung sein.’) Diese Theorie, 
die in einfachster Weise eine Erklirung fir die Spezifitat der 
Knzyme gibt, hat durch die Arbeiten von Euler und von 
Josephson wichtige Stiitze bekommen. Es ist deshalb von 





1) Kuler, Sv. vet. akad. Arkiv f. kemi ete. Bd. 9, Nr. 13 (1924); 
Diese Zs. Bd. 143, 8. 79 (1925). 
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Interesse, zu untersuchen, wie meine Versuche iiber die HKin- 
wirkung von HNO, damit vereinbar sind. Durch diese Ver- 
suche ist sichergestellt worden, daf wenigstens eine der sub- 
stratbindenden Affinititsgruppen der Saccharase eine primire 
Aminogruppe ist. Wahrscheinlich ist wohl, daB diese die 
glucosebindende Gruppe ist. (Ich erinnere hier besonders an 
alle Arbeiten iiber die Verbindungen zwischen Aldosen und 
Aminen.) Es ist so durchaus klar, daB Rohrzucker und Al- 
dosen, insofern sie tiberhaupt eine Affinitit zum Enzym be- 
sitzen, bei der Kinwirkung von HNO, auf diese Gruppe, schiitzen 
miissen. Ist es aber so, dab die Bindung der Fructose auch 
durch eine Aminogruppe vermittelt wird, und wird die spal- 
tende Fihigkeit des Enzyms durch Aufhebung von einer Bin- 
dung des Substrats voéllig aufgehoben, so ist es eigentlich 
sonderbar, daB nicht bei Anwesenheit von Glucose die fruc- 
tosebindende Gruppe zerstért wird, und umgekehrt. Nimmt 
man an, daB die fructosebindende Gruppe nicht, oder viel lang- 
samer von HNO, angegriffen wird, so erklirt dies nicht, warum 
Fructose wirklich gegen HNO, schiitzt. Mit einer solchen An- 
nahme steht doch der Umstand in Ubereinstimmung, daf Rohr- 
zucker nicht stirker schiitzt als Glucose. Dies ist auch eine Stiitze 
fiir die Eulersche Annahme, dad die ,,Glucoseaffinitat’ des 
Rohrzuckers der Affinitiit der freien Glucose etwa gleich ist. 

Versuchen wir nun, die Ergebnisse meiner Versuche iiber 
die Kinwirkung der salpetrigen Siiure mit der ,,Zweiaffinitiits- 
theorie“ zu vereinen, so kommen wir zu folgendem SchluBb: 

Entweder ist die glucosebindende Gruppe eine Amino- 
gruppe und die fructosebindende eine Gruppe, die von HNO, 
nicht angegriffen wird, wobei wir annehmen miissen, dab Fruc- 
tose auch an die Aminogruppe gebunden werden kann, oder dab 
sie in irgendeiner anderen Weise schiitzt; oder auch sind so- 
wohl die glucose-, wie die fructosebindenden Gruppen Amino- 
gruppen, wobei wir annehmen miissen, daB beide Gruppen 
beide Zucker binden kénnen, oder jedenfalls, daB einer der 
Zucker beide Gruppen schiitzt. 

Verneint kann jedoch nicht werden, da die Versuche ein- 
fach erklart werden, wenn man, wie friiher, annimmt, daB Rohr- 
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zucker, Glucose, Fructose usw. an dieselbe Affinitiitsgruppe 
gebunden werden. 

Die Méglichkeit, da& die Zucker, auch wenn sie nicht 
direkt an die von HNO, angegriffenen NH,-Gruppen gebunden 
sind, das Enzym schiitzen, ist nicht ohne weiteres von der Hand 
zu weisen. Hs ist ja méglich, daB ein Derivat des Amins, 
auch wenn die hinzugetretene Gruppe nicht an der NH,-Gruppe 
sitzt, gegentiber HNO, widerstandsfihiger ist. Gegen dieses 
steht jedoch das oben besprochene Verhalten der kernsubstitu- 
ierten Anilinderivate, die gleich schnell diazotiert werden. Auch 
weise ich auf einige Versuche hin, iiber die unten die Rede 
sein wird, wo ich zeigen konnte, da8 Substanzen, die Saccha- 
rase zwar stark binden, aber sicher nicht an den NH,-Gruppen, 
auch keine Schutzwirkung ausiiben. 

So dirfte meine Auffassung gut begriindet sein, daB 
wenigstens eine der substratbindenden Gruppen der 
Saccharase eine Amingruppe ist, die auch die basi- 
schen Higenschaften des Enzyms bestimmt. 





Saccharase und Formaldehyd. 


Formaldehyd ist ein sehr schwaches Gift. Die Inakti- 
vierung schreitet mit der Zeit fort.1) Wie Kuler undJosephson 
zeigen konnten”), bindet Acetaldehyd die glucosebindende Gruppe 
des Knzyms und eine Annahme, daf sich auch das Form- 
aldehyd so verhilt, ist in guter Ubereinstimmung damit, daB 
diese Gruppe eine Aminogruppe ist. Die Inaktivierung der 
Saccharase durch Formaldehyd ist auf dieselbe Bildung einer 
Methylenverbindung zuriickzufiihren, wie sie z. B. die Formol- 
titrierung nach Sérensen ermdglicht. In einigen vorliufigen 
Versuchen haben dann Euler und ich*) die Abhingigkeit der 
Formalininaktivierung von der Aciditét untersucht. Wir fanden, 
daB sie im Acidititsoptimum klein ist, gegen die alkalische 
Seite aber zunimmt. Ejinige neue Versuche seien angefiihrt: 


1) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, S. 29 (1921). 
*) Euler und Josephson, Diese Zs. Bd. 142, 8. 301 (1923/24). 
5) Euler und Myrbiick, a. a. O. 125, 297 (1928). 
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Versuch 34, 
2 ecm Saccharasepriiparat. Jf = 160. 
2 ecm Acetatpuffer. 
1 cem 0,1 n-Formaldehyd. 


Nachdem die Mischungen 20 Stunden gestanden hatten, wurde bei 
Po = 4,2 die unzerstérte Saccharasemenge bestimmt: 

















py, Wihrend der 
) v° 4 k 
Inkubation ‘ f k-10 rel, 
2.9 10 2,70 167 
25 1,73 165 53 
3,¢ 10 2,30 263 
25 0,80 217 87 
4,1 10 2,15 301 
25 0,70 293 95 
4,9 10 2,30 263 
25 0,98 261 84 
5,4 10 2,55 202 
25 1,35 206 65 
Ohne CH,O 10 2,10 312 
25 0,56 312 100 


Besondere Versuche zeigten, daB die angewendete Menge 
Formaldehyd ohne Inkubation keine mef bare Inaktivierung 
verursacht. Die Zerstérung mit der Zeit ist also wahrschein- 
lich so aufzufassen, da die zu einem kleinen Betrage gebildete 
Methylenverbindung weniger stabil ist als das freie Enzym: 
Sie zerfallt, wie auch das Enzym selbst, bei nicht optimaler 
Aciditit und erlaubt also, neue Mengen Enzym mit Formaldehyd 
in Verbindung zu treten. Die Zerstérung ist im Aciditits- 
optimum am kleinsten, nimmt sowohl in saurer wie in weniger 
saurer Lisung zu. Kine analoge Abhingigkeit von der Aci- 
ditiit hat auch die Stabilitit der freien Saccharase. 


Saccharase und Quecksilber. 


Aus Griinden, die ich unten besprechen will, bin ich zu 
der Auffassung gefiihrt worden, daB Quecksilber an die basi- 
schen Gruppen des Enzyms gebunden wird. Damit ist die 
Moglichkeit nicht auszuschlieBen, da es sich auch an andere 
Gruppen anlagern kann. 

Die Kinwirkung von Quecksilber, einem der bekanntesten 
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»Hnzymgifte* auf Saccharase, ist von Euler und Svanberg!) 
eingehend untersucht worden. Sie haben gezeigt, daB die Kin- 
wirkung durch H,S vollig riickgiingig gemacht werden kann 
und da der Inaktivierungsgrad stark mit der Zuckerkonzen- 
tration varuert. (Auf die bei Metallvergiftung eintretende, von 
Kuler und Svanberg gefundene, sogenannte Selbstregeneration 
komme ich unten zuriick). Spiiter habe ich?) mit reinerem 
Enzym die Versuche wiederholt, und beziiglich der Vergiftung 
bei verschiedenen Acidititen gezeigt, daB sie im p,,-Optimum 
wenig von der Aciditét abhingig ist, aber gegen die alkalische 
Seite des Optimums zunimmt. 

Ich habe nun neue Versuche angestellt, um méglicherweise 
iiber die Natur der Hg-bindenden Gruppe klar zu werden. 

Versuch 385. 


Enzym: /f = 150. Mereurichlorid 2-107~° n. 


























Pu t D k- 104 ky 10* keel. 
ohne Gift 45 1,55 102 

4,57 76 0,60 102 102 100 
2.80 30 2.91 39 

67 2.30 39 39 38 
3,42 30 2.87 42 

67 2,28 40 4} 40 
4,57 30 2,95 3 

67 2,41 35 36 $5 
5,04 30 3,05 29 

67 2,76 23 26 26 
6.45 30 3,20 17 

67 3,90 15 16 16 

Versuch 36. 2-107 °%n-HgCl, 
ohne Gift 33 0,42 254 254 100 

4,5 
2,72 28 215 107 

60 0,99 105 106 42 
4.19 28 2,15 107 

60 1,05 102 105 AJ 
5,00 28 2,39 86 

60 =| 1,53 78 2 32 


‘) Euler u. Svanberg, Fermentforschung, Bd. 3, S. 330 (1919/20). 
?) Myrbick, Sv. vet. akad. Arkiv f. kemi ete. Bd.8, Nr. 29 (1928). 
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Versuch 87. 10~° n-Hg(l,. 








Pr 


ohne Gift 


4,9 


ohne Gift 


4,57 
2,80 


3,42 


ohne Gift 
4,5 














D 
10 2,10 
20 1,00 
16 2,42 
34 1,44 
16 2,28 
34 1,24 
16 2.60 
3 1,82 
Versuch 88. 107 
30 2,79 
67 2,26 
80 2.80 
67 2,24 
30 2,84 
67 2,27 
30 2,99 
67 2.55 
30 3.17 
67 2.94 

Versuch 39. 5-10 
41 1,62 
60 1,00 
41 2,26 
60 1,90 
41 2,26 
60 1,89 
41 2,42 
60 2,01 
41 2,68 
60 2,47 
41 3,03 
60 2.90 
Versuch 40. 2,5+107 

40 1,65 
60 0,96 
30 2,20 
70 1,05 
30 2,45 
70 1,45 
30 2,77 
70 2,11 














k+10* 


313 
313 
145 
145 
166 
162 
119 
113 
® n-Mereurik 
47 
41 
46 
42 
44 
40 
31 
16 
16 


107 


116 
shlorid. 


44 


44 


16 


—~7 n-Mercurichlorid. 


104 





108 
106 


93 
87 


74 
70 


50 


7 n-Mercuricblorid. 


107 





44 


Ky > 104 








100 
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In einigen Versuchen habe ich auch ein Mercurosalz ge- 
prift. Die Vergiftung durch Mercurosalze ist bisher im Falle 
von Saccharase nicht untersucht worden. Das Mercuronitrat 
wurde unmittelbar vor den Versuchen in einige Tropfen ver- 
diinnter Salpetersiiure gelést und mit Wasser zu einer 
10—* n-Lésung verdiinnt. 


Versuch 41. 


10° n-Mercuronitrat. 





Pr t D ee 104 ky ° 104 Ko) 
ohne Gift 30 2,02 110 
4,9 75 0.57 104 107 100 
3,40 30 3,07 26 
15 2,70 22 24 22 
4,53 30 3,10 25 
75 2,80 19 22 20 
4.89 30 3,20 17 
97 2.79 15 16 15 
5,20 30 3,28 = 1 
97 2.93 12 | 12 11 
5,D4 30 3,34 7 
97 3,13 7 7 7 
6,37 30 3,38 4 
97 8,27 4 4 4 

















Versuch 42. 


5-10~° HgNOQ,. 

















I 

2,80 54 2,60 5 

88 2,06 37 3 34 
3,40 54 2.55 38 

88 1,94 40 39 37 
4,52 54 2,70 31 

88 2,35 29 30 28 
5,22 54 2,90 22 

88 2,70 19 20,5 19 
6,57 54 3,19 10 

80 3,11 9 9,5 9 
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; Versuch 43. 5-107° HgNO,. 

Pu ¢ a | 10° kay - 10* 2 Key. 

2,76 45 2,70 37 
100 1,85 38 37,5 37 

3,41 45 2,75 34 
100 1,97 35 34,5 34 

4,55 45 2,81 31 
100 2,18 29 30 29 

5,538 45 3,10 17 
100 2,80 14 15,5 15 

6,35 45 8,25 9 
100 3,11 7 8 8 

ohne Gift 

45 45 1,55 102 

76 0,60 102 102 =| 100 














In der Figur 6 habe ich die Versuche mit HgCl, und HgNO, 
veranschaulicht. Kein Unterschied in der Wirkung der beiden 
Salze ist wahrzunehmen, was vielleicht als ein Zeichen dafiir 
angesehen werden kann, daf die Hg-lonen die betreffende 
Wirkung ausiiben. 


Versuch 44. Einflu&’ der Rohrzuckerkonzentration. 


Da dieser Versuch fiir die Deutung der Quecksilberinaktivierung diuBerst 

wichtig ist, habe ich, trotzdem sowohl Euler und Svanberg ails ich 

friiher ihnliche Versuche angestellt haben, sie noch einmal wiederholt. 

Ich wihlte die Aciditéit py, = 3,62 und eine Quecksilberkonzentration 
5107‘ n. (S ist die Rohrzuckerkonzentration.) 





s | ae -_ Rel. Geschw. 
0 1,72 
ohne Hg 20 0,80 100 
47 Q,11 
0,146 | 
| 0 1,72 
mit Hg 30 1,09 43 
60 0,72 
0 6,88 
' ohne Hg 30 5,60 100 
60 4,51 
0,585 
0 6,88 
mit Hg 
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Eine einfache Rechnung gibt folgende Tabelle: 





Relative Aktivitit (X— 100) 


ohne Hg mit Hg 





0,146 79 84 
0,292 87 53 
0,585 94 | 78 


Die Versuche bestitigen véllig die alten Befunde. 
Um nun iiber die Natur der Bindung zwischen Hg und 
Enzym einige Gesichtspunkte zu suchen, betrachten wir die 
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Fig. 6. Der rechte Teil der Kurven zeigt, dab von etwa 
Py = 4 ab die prozentische Inaktivierung beinahe konstant ist. 
Dies bedeutet, da die Bindung des Quecksilbers in diesem 
Gebiete von der Aciditét beinahe unabhingig ist. Links von 
Py, = 4 wird indessen mit steigender Aciditat der Inaktivie- 
rungsgrad immer kleiner, was so zu deuten ist, das hier das 








224 Karl Myrbick, 


Enzym in eine Form tbergeht, die Hg nicht mehr bindet. 
Nun wissen wir, da die Saccharase in saurer Lisung 
ein Salz mit der Saure bildet. Machen wir nun die An- 
nahme, daB Hg an die Aminogruppe des Enzyms gebunden 
wird, so ist es wahrscheinlich, daB diese Bindung bei der 
Salzbildung der Aminogruppen gelist wird. Diese Annahme 


erklirt nun auch den EinfluB der Substratkonzentration auf 


die Vergiftung, denn ich habe friiher die Bindung des Sub- 
strats eben an diese Aminogruppe wahrscheinlich gemacht. 
Méglich ist auBerdem, daB Hg, auch wie die von mir unter- 
suchten iibrigen Metalle, an die saure Gruppe des Enzyms 
gebunden wird. Man kénnte an eine Komplexbildung vom Typus 


E 
HNH~ SH 
sae? 


denken. Ahnliche Verhiiltnisse liegen wohl wahrscheinlich 
z. B. in Glycocollkupfer vor. Man kénnte darum fragen, 
warum nicht die Kupferinaktivierung der Saccharase auch so 
verliuft. Ich will hier nu ohne dies als eine vollstiindige 
Erklirung anzusehen, darauf hinweisen, daB der Abstand 
zwischen den metallbindenden Gruppen des Enzyms, die Rich- 
tungen der Metallvalenzen usw. von Bedeutung sein miissen. 

Ich habe versucht, noch Beweise dafiir zu bringen, dab 
Hg wirklich an den Aminogruppen gebunden wird. Die Me- 
thode ist die, welche ich friiher bei Beschreibung der HNO,- 
Inaktivierung besprochen habe, d.h. ich habe die Schutz- 
wirkung der Metalle bei der Kinwirkung von HNO, auf die 
Aminogruppen gemessen. 

Enzym, Puffer und soviel Metallsalz, daB eine sehr kriif- 
tige Inaktivierung eintreten muB, werden gemischt und diese 
Mischung dann der Wirkung von HNO, ausgesetzt (Parallel- 
versuch ohne Metall). Dann wird durch Neutralisieren (zu 
P,, = 5) die Wirkung der salpetrigen Siure ausgeschaltet, und 
der Metall schlieBlich entfernt. Ich hatte gehofft, diese letzte 
Operation leicht durch Einleiten von H,S durchfihren zu 
kénnen, Diese Versuche zeigten aber, daB bei der Reaktion 
zwischen H,S und KNO, (Abscheidung von §) das Hnzym 
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ganz vernichtet wurde. Nach vielen Versuchen fand ich, dab 
ein Zusatz von NaCN, aber nur unter gewissen Bedingungen, 
die Inaktivierung durch Hg und Ag aufhebt. 


Gemischt wurde: Puffer py = 3,40 
HgCl,-Lésung 10~ n. 
KNO,-Lésung 0,05 g/cem. 

Versuch b: 
1cem Enzym 

1 cem Puffer 

1cem Hg-Lésung 

i cem KNO,-Lésung 


Versuch a: Versuch e: 
teem Enzym 
i1cem Pufter 
1cem Hg-Lésung 
1 cem Wasser 


1ecem Enzym 

1 ecem Puffer 

1 ecm Wasser 

1 ccm KNO,-Lésung 


Nach 20 Minuten wurde zu jeder Probe 1 ccm 2n-Na- 
Acetatlésung zugesetzt, die dazu 0,1 g NaCN enthielt. Nach 
1 Stunde wurden die Inversionsversuche ausgefiihrt. Die an- 
sewendete Menge Blausiiure bedingt keine meBbare Inaktivierung. 


Vorversuch 45. Enzymlésung Jf = 110. 

















Versuch t D k +104 
a 30 4,10 56 
b 30 2,85 44 
| 30 3,00 32 


Wir sehen, da die Inaktivierung durch HNO, (Versuch c) 
durch Hg teilweise aufgehoben ist (Versuch b). Die Kinwirkung 
von Hg auf HNO, kann hier nicht von Bedeutung sein, da 


HNO, in einem sehr grofen Uberschu8 vorhanden ist. 


Hauptversuch 46. Dieselben Mischungen. Enzymlésung Jf = 160. 


























Versuch t D k +104 ky ° 10* ket. 
ohne 30 2,15 100 

Vorbehandl. 60 1,00 104 102 100 
a 30 2,20 96 

60 1,20 94 95 93 
b 30 2,55 68 

60 1,83 64 66 65 
e 30 2,75 52 

60 2,15 50 51 50 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVIII. 15 
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Versuch 47. 


Diese Versuche sind mit den vorausgehenden iibereinstimmend ausgefiihrt, 
nur wurde Ag in 10~‘ n-Lésung anstatt Hg zugesetzt. 




















Versuch t D k + 104 ky, ° 104 kee 
a 30 2,30 88 

90 0,60 86 87 85 
b 30 2,95 36 

90 2,08 36 36 85 
¢ 30 2,85 43 

90 1,90 41 42 41 

















Die Versuche zeigen: 

1. DaB Hg die Saccharase gegen die EKinwirkung von 
HNO, geschiitzt hat, 

2. daB Ag keine Schutzwirkung ausgeiibt hat. 

Ich sehe in diesen Versuchen eine starke Stiitze fiir die 
Auffassung, daB Hg an die Aminogruppen gebunden wird, Ag 
dagegen an eine Gruppe, die soweit von den zuckerbindenden 
Aminogruppen entfernt ist, daB die sich an den Aminogruppen 
abspielenden Vorgiinge die Ag-bindende Gruppe nicht beein- 
flussen und umgekehrt. (Vgl. oben die Versuche iiber die 
Silberinaktivierung.) 

Anhang. 


Uber die sog. Selbstregeneration der Saccharase 
nach Hg-Inaktivierung. 


Euler und Svanberg fanden bei ihren Untersuchungen, 
da, wenn man Enzym und HgCl, mischt und nach gewissen 
Zeiten gleiche Teile der Mischung zu Inversionsversuchen an- 
wendet, die Aktivitat mit der Zeit zunimmt. Dies wurde mit 
dem sog. Danyszeffekt der Immunititslehre in Analogie ge- 
setzt..) Als Erklarung war die Annahme naheliegend, dab 
gewisse Verunreinigungen der Enzymlésung Hg langsam binden, 
und so dem Enzym entziehen. Diese Annahme wurde noch 
wahrscheinlicher, als Kuler und ich spiter zeigen konnten’”), 
daB diese Selbstregeneration in reineren Enzymlésungen nicht 





1) Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, 8S. 330 (1920/21). 
*) Euler u. Myrbick, Zs. exp. Medizin Bd. 33, 8. 483 (1923). 
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eintritt. Aus diesen war also die Hg-bindende Verunreinigung 
entfernt worden. 

Ich habe nun versucht, ob durch Zusatz von bekannten 
Stoffen zu einer Enzymlésung, die keine Selbstregeneration 
zeigt, eine solche hervorgerufen werden kann. Als wahr- 
scheinliche Verunreinigungen kommen in den nach Svanberg 
alkoholgefillten Enzymlésungen auBer groBen Mengen von 
héheren Kohlehydraten auch EiweiBstoffe vor. Ich habe die 
Kinwirkung von Gelatine auf die Hg-Inaktivierung der Saccha- 
rase gepriift. 

Versuch 48. 
Zu jedem Versuche wurde folgende Mischung vorbereitet: 
1 eem Enzymlésung Jf = 150, 
1 cem Puffer py = 3,62, 
1cem 10—‘ n-HgCl,-Liésung. 
Nach 15 Minuten dazu 10cem 1°/, Gelatinelésung. Nach ver- 


schiedenen Zeiten wurde zu diesen Mischungen 37 ccm _pufferhaltiger 
Zuckerlésung gegeben. 


Die Reaktionsgeschwindigkeiten der Zuckerspaltung wurden ge- 
messen. 











Zeit der Einwirkung ; D k- 104 key 
von Gelatine auf Hg 
2 Min. 30 2,85 44 39 

5 , 30 2,35 83 73 

60 ,, 32 1,90 114 100 
Enzym ohne Gift 30 1,98 113 100 














Die Regeneration ist, aber erst nach 1 Stunde, voll- 
stindig. 

Die einfachste Deutung der Versuche ist folgende: Hg 
und Saccharase geben miteinander eine dissoziierende Verbin- 
dung. Setzt man Gelatine hinzu, so bindet diese in einer Zeit- 
reaktion das freie Hg. Dadurch zerfallt die Hg-Saccharase 
allmihlich, d. h. die enzymatische Wirkung wird regeneriert. 
Wie aber aus den folgenden Versuchen hervorgehen wird, 
tritt doch auch in solchen Fiillen eine zeitliche Regeneration 
ein, wo das Gift und das Regenerationsmittel momentan rea- 
gieren. 

15* 
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Versuch 49. 
2eem Enzym Jf = 160, 
2 ecm Wasser, 
2cem 10~* n-HgCl,, 
2 ecm Acetatpuffer py, = 3,6. 
Nach 10 Minuten 2 ecm Natriumacetatlésung + 0,06 g NaCN. Nach 
weiter 1 Minute wurde mit 5cem des Gemisches ein Inversionsversuc}: 
angestellt und mit den iibrigen 5 ecm ein Versuch nach 1 Stunde. 

















Zeit der EKinwirkung F D + 104 
von NaCN 
1 Minute 27 2,75 58 
1 Stunde 35 2,15 86 
ohne Gift 40 1,88 92 


Ks tritt somit auch hier eine zeitlich bedingte Regene- 
ration ein. Obgleich es a priori sehr unwahrscheinlich ist, 
daB HgCl, mit einem starken Uberschu8 von NaCN so lang- 
sam reagiert, habe ich einen Kontrollversuch angestellt. 


Versuch 50. py = 3,6; 2-10—-° n-HgCl,; 0,1 g NaCN (Lésung). 


























Bemerkung t D k - 104 kay 
ohne Gift 22 2,50 98 95 
40 1,88 92 
Hg und Enzym gemischt: 22 2,90 55 
nach 1 Minute das NaCN 40 2,51 53 54 
Hg und NaCN gemischt: 36 2,10 87 87 
nach 15 Sek. das Enzym 
nach 1 Minute das Enzym 20 2,60 95 
40 2.00 85 90 
nach 10 Minuten das Enzym 36 2,10 87 87 
nach 36 Minuten das Enzym 30 2,33 85 85 


Die Versuchsreihe bestiitigt, daB unmittelbar nach Zusatz 
von NaCN zu einer Hg-vergifteten Saccharase noch die Inakti- 
vierung keineswegs aufgehoben ist, und zeigt weiter, daB, wie 
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man erwarten konnte, die Reaktion zwischen HgCl, und NaCN 
unmeSbar schnell verlauft. Anzunehmen ist also, daB das 
Quecksilber, wenn einmal an Saccharase gebunden, nur all- 
mihlich durch NaCN abgelést wird. Ich habe dieser Frage 
noch ein paar Versuche gewidmet. 


Versuch 51. 
6 ecm Enzymlésung, 
3 cem Puffer p;, = 5,8 (colorimetrisch). 
3cem 10—* n-HgCl,-Lésung. 
Von dieser Mischung wurden Proben von 2 ccm auf Wirksamkeit 
cepriift. Nach 2 Stunden wurden zu 8cem der Lésung 12 cem 1°), 


NaCN-Lésung gegeben, und nach verschiedenen Zeiten in Proben von 
5eem die Enzymwirkung wie gewohnlich gemessen. 





Inkubationszeit t > lee en 
von 1 cem Enzym 
Saccharase-Hg. . 35 2,84 35 38 
Ohne Inkubation . 70 2,50 
5 Minuten. . . 30 3,05 29 32 
65 2.61 
a 30 2,95 33 36 
- 60 2,65 
Zusatz von NaCN 
1 Minute danach. 30 2,90 39 43 
60 2,44 
3 Minuten danach 30 2,80 45 50 
60 2.35 
30, . 30 2,55 65 72 
62 1,91 














Durch diese Versuchsreihe wird erstens bewiesen, daB die 
Bindung des Quecksilbers an Saccharase unmeBbar schnell er- 
tolgt, weiter bestiitigt sie das Resultat der vorigen Versuche, 
daB die Ablésung des Metalls eine gewisse Zeit erfordert. 
Folgende Versuchsreihe 52 wurde bei p, = 5,5 aus- 
gefiihrt: 
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Inkubationszeit — t D ky,-104 Relative Wirkung 
Saccharase-Hg ohne 
Inkubation . . . 30 2,95 33 36 
90 2,26 
90 Minuten. .. . 33 2,95 31 34 
eB een. 
Zusatz von NaCN 
1 Min. danach . . 30 2,78 49 54 
60 2,00 
, , wo» 2,40 59 65 
63 1,90 
30, nt Se 30 2,38 78 86 
70 1,35 














SchlieBlich wurde ein Versuch 53 bei p, = 4,5 gemacht. 
(Konzentriertere Enzymlésung). 














Incubationszeit t D k-10*} Relative Wirkung 
Saccharase-Hg ... 31 3,02 30 33 
Zusatz von NaCN 
1 Min. danach. . . 31 2,60 
61 | 1,90 60 65 
ll ,, » «af 223 oe 
63 | 1,30 89 97 
60, ~ «» we 2 aes 
100 0,35 90 99 
Ohne Gift. . . . .] 40] 1,90 91 100 














SchlieBlich ist eine Versuchsreihe anzufiihren, die ohne 
Pufferzusatz ausgefiihrt wurde, wo also die alkalische Reaktion 
der Cyanidlésung und die schwach saure Enzymlésung im 
wesentlichen die Aciditit des Gemisches bestimmten. Die 
Aciditiit, welche elektrometrisch natiirlich nicht gemessen 
werden konnte, betrug etwa p, = 7,5. Hier war auch nach 
1/, stiindiger Einwirkung des Cyanids keine Regeneration ein- 
getreten. (Wihrend der in Frage kommenden Zeiten tritt 
keine nennenswerte Zerstérung durch die alkalische Reaktion ein.) 

Fassen wir die Resultate zusammen, so finden wir, dad 
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die Regeneration der Saccharase durch NaCN, die auf der 
Bildung von Natriumquecksilbercyanid beruht, eine Zeitreaktion 
ist. Die Geschwindigkeit der Reaktion hingt unter anderem 
yon der Aciditit ab. Bei den untersuchten Acidititen wurde 
die schnellste Regeneration bei p, = 4,5 (Aktivititsoptimum) 
erhalten. Gegen die alkalische Seite des Optimums nimmt die 
Geschwindigkeit schnell ab. (Fig. 7). 

Die Ursachen dieser sonderbaren Erscheinungen sind voll- 
kommen unklar, da gerade das Quecksilber dasjenige Metall ist, 
iiber dessen Bindung an die Saccharase wir am schlechtesten 
unterrichtet sind. Ich habe die Versuche etwas ausfiihrlicher 
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o 30 60 
Zeit der Einwirkung von NaCN 


Fig. 7. 


beschrieben, da sie meiner Meinung nach bemerkenswerte 
Analogien aufweisen mit den bei gewissen Enzymen beobach- 
teten Aktivierungen durch NaCN. 

Wie Mendel und Blood?) zeigten, wird Papain, das 
proteolytische Enzym im Milchsafte von Carica Papaya, von 
Blausiure stark aktiviert. Weiter wurde gezeigt, daB die 
Wirkung der Blausiure nicht etwa das Substrat betraf, sondern 
als die Wirkung eines Aktivators anzusehen ist. Als einzigen 
Stoff, der auBer HCN diese Aktivierung ausiiben kann, geben 
sie Schwefelwasserstoff an. Obgleich keiner der Verfasser, die 
sich mit dem Studium des Papains beschiftigt haben, in der 
Aktivierung eine Beseitigung eines Hemmungsstoffes sieht, 





*) Mendel u. Blood, Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 177 (1910). 
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muB man gestehen, daB die Aktivatoren HCN und H,S im 
Hinblick auf ihr Verhalten gegen giftige Metalle als Akti- 
vatoren AnlaB zu Erwaigungen geben. Ich will nur, ohne in 
irgendeiner Weise eine Deutung der Aktivierung des Papains 
zu wagen, auf ein paar auffallende Analogien zwischen jenem 
Vorgang und der Reaktivierung der Saccharase nach Metall- 
vergiftung hinweisen, denn wie in neuen Untersuchungen Will- 
staitter und Mitarbeiter hervorheben, ist die Rolle des Cyan- 
wasserstoffs bzw. Schwefelwasserstofis bei der Papainaktivierung 
schwer mit der Auffassung vereinbar, daB es sich um eine Ent- 
fernung von Hemmungskérpern handle. 

Die Aktivierung des Papains durch H,S verlauft unmef- 
bar schnell.’) Dies ist auch bei der Saccharaseregeneration 
der Fall, wie z. B. Versuche von Euler und Svanberg zeigen”) 
und wie ich im Laufe meiner Arbeit oft feststellen konnte. Die 
Aktivierung des Papains durch HON dagegen ist eine Zeitreaktion, 
wie ich auch im Falle der Saccharaseregeneration zeigen konnte. 

Man denke sich nur, daB die Saccharase durch Hg teilweise 
vergiftet in der Natur vorkime. (Die dazu nétigen Quecksilber- 
mengen sind analytisch schwer nachweisbar) und man wird ver- 
stehen, da die Wirkung von HCN und H,S auf die Saccharase 
der auf das Papain vollkommen analog ist, und daB man schwer- 
lich entscheiden kénnte, worin die Kinwirkung eigentlich besteht. 





4. 
Die Gleichung der Aktivitatskurve. 


Ich fasse jetzt die Theorie von dem alkalischen Ast der 
p,-Kurve und meine auf Inaktivierungsversuchen begriindete 
Auffassung des sauren Astes zusammen: 

1. Die Saccharase ist ein amphoterer Elektrolyt mit A, = 
etwa 10~°° und A, = etwa 107". 

2. Die Gruppe, welche , bestimmt, ist eine primire 
Aminogruppe, welche, eventuell unter Zuhilfenahme von anderen 
Gruppen, das Substrat usw. bindet. 

1) Willstitter, Grassmann u. Ambros, Diese Zs. Bd. 151, 
S. 300 (1926). 

*) Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, 8. 336 (1920/21). 
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3. Die Dissoziation des Wasserstoffatoms der sauren Gruppe 
ist von dem Zustand der Amingruppen unabhingig, also auch 
von der Substratkonzentration. 

4. Die Bindung des Zuckers findet nur an die Gruppe NH,_ 
nicht an deren Salz statt. | 

Die Aktivitatskurve ist von folgenden Gleichungen be- 
stimmt (2 = totale Enzymmenge): 

((HENH,] + (ENH,)) -[S] 


[HENH,S] + |’ENH,S) = Aa, 

(HENH,"] + TENE, ). (0H) x 
[HENH,] + ['ENH,] a 

(VENH,S| + ["ENH,] + (’ENH,")-[H] _ 





(HENH,S] +(HENH,]+{HENH,] 2’ 
= (HENH,S] + ("ENH,S] + [HENH,] + ["ENH,] + [HENH,') + [/ENH,’). 
Durch Elimination erhalten wir: 
Rel. Aktivitat = EEN") — a 
“ [taal [t+ (1+ com) 
| + allt + at (t+ om 
Diese Formel stellt die relative Aktivitat der Saccharase- 
menge = bei willkiirlichen Substrat- und Wasserstoffionen- 
konzentrationen dar. 
Ist p, > 4, Ww ird 5 sehr klein und die Formel geht in, die 
von Kuler, ae... und Myrbiack iiber und gilt fiir den 


r 


alkalischen Ast. Ist p, <5, wird = sehr klein und wir er- 


halten meine vereinfachte Formel fiir den sauren Astder Kurve. 

Ich habe nun diese Formel durch folgende Versuchsreihen 
gepriift. 

Saccharasepriparat: /f = 50. 

Die Affinitiit zu dem Rohrzucker ist durch friihere Ver- 

suche bestimmt und durch die Dissoziationskonstante, 
K,, = 0,040 

gekennzeichnet. (In folgender Tabelle ist R die Aktivitaét in 
Prozenten von der maximalen Aktivitit: Drehungsinderung 
0,185° pro Minute ([S] = 

In der 6. Spalte findet man die aus meiner Formel be- 


rechneten relativen Aktivititen. 
R= 100 


t+ Say] [t+ Sg (+ tom)] 
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Versuchsreihe 54. [S] = 0,0361. 
Inversions- Anfangsgeschw.: R 
Pr zeit D Drehungsiinderung 
___|__ Minuten pro Minute |_gef_|_ ber 
1,88 0 0,43 
10 0,26 
20 0,18 
30 0,12 0,016 9 7,3 
2,80 5 0,20 
10 0,05 
15 0,00 0,046 26 28 
3,63 3,1 0,22 
6 0,05 
9 0,01 0,074 40 42 
4,55 2 0,30 
4 0,15 
6 0,01 0,080 44 47 
5,54 2 0,31 | 
4 0,20 | 
6 0,08 0,074 40 | 42 
6,01 3 0,28 | 
7 0,04 | 
9 —0,02 0,056 30 36 
7,20 5 0,37 
10 0,33 
16 0,26 0,014 8 9 
Versuchsreihe 55. [S] = 0.0722. 
1,80 0 0,85 
11 0,50 
20 0,32 
30 0,28 0,029 16 12 
2,90 4,8 0,42 | 
11 —0,05 
15 — 0,09 0,090 49 48 
3,62 3 0,46 
5,5 0,25 
10,2 — 0,05 0,112 61 60 
4,57 2 0,56 
4 0,39 
6 0,14 0,122 66 65 
5,80 3,8 0,42 
7,8 0,20 | 
12 0,05 0,100 55 | OBS 
7,20 10 0,66 | 
25 0,46 | 
33 0,25 0,018 10 13 
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Versuchsreihe 56. [S] = 0,220. 











Inversions- Anfangsgeschw. : R 
Pu zeit D Drehungsinderung 7 
Minuten pro Minute gef. | ber 
1,91 0 2,59 
9 1,96 
18 1,51 . 
30 1,16 0,076 41 83 
2,90 7 1,59 
14 0,76 | 
20 0,32 0,142 17 72 
3.20 3,5 2,06 
7 1,56 | 
14 0,81 0,152 83 | 177 
3,62 3,5 2,01 | 
7 1,46 | 
10,5 1,04 0,160 86 | 84 
4,54 3,9 1,98 
7 1,46 | 
10,5 1,06 0,160 86 85 
5,54 3,5 2,04 
7 1,76 | 
10,5 1,21 0,136 ° 74 15 
6,33 4,5 2,11 | 
10 1,56 | 
16 1,07 0,102 56 54 
6,96 7 2.31 
14 2,06 
20 1,76 0,040 22 | 23 
7,38 10 2,39 | 
19 2,24 | 
36 2,00 0,020 ae 11 














In der Figur 8 sind die aus meiner Formel berechneten 
Kurven fiir die drei Substratkonzentrationen ausgezogen. Die 
Versuchsergebnisse sind mit Vierecken bezeichnet. In Anbetracht 
daB, besonders im stark sauren Gebiete, die Versuchsfehler 
recht groB werden, ist die Ubereinstimmung gut. Bei p, = 2 
bedingen z. B. die wahrscheinlichen Fehler in der Aciditiits- 
bestimmung und in dem angenommenen Wert von K, einen 
Fehler im R von wenigstens + 5. 

Diese Versuche stiitzen also auch die Theorie, daB das Sub- 
strat an eine Aminogruppe (und vielleicht auch andere Gruppen) 
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des Knzyms gebunden wird, und dab diese Aminogruppe die 
basische Dissoziationskonstante A, des Enzyms bestimmt. 





Mit dieser Deutung der Acidititskurve ist der Gedanke 
nicht im EKinklang, daB die Zwitterionen die wirksame Molekiil- 
art sein kénnen.}) 
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Die Einwirkung der Halogene auf Saccharase. 


Obgleich es schwer zu sagen ist, wie die freien Halogene 
so komplizierte Stoffe wie die Saccharase angreifen, bietet doch 
die Inaktivierung des Enzyms durch Cl, Br und vor allem J 
erhebliches Interesse. 

Jod ist der einzige bisher untersuchte Stoff, der mit 
Saccharase eine Verbindung gibt, die noch eine bestimmte 
Aktivitit besitzt. Sonst sind alle studierten Verbindungen 
von Saccharase und Giften enzymatisch vollkommen unwirksam. 
Uber die Inaktivierung durch Jod haben zuerst Euler und 
Landergren?’) eine Untersuchung verdffentlicht. Das Haupt- 
resultat davon, daf die schon durch sehr kleine Mengen Jod 


*) Euler u. Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi usw. Bd. 9, 
Nr. 4 (1923). 
*) Euler u. Landergren, Biochem. Zs. Bd. 131, S. 386 (1922). 
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erreichte Inaktivierung von etwa 50°/, bei Zusatz von sehr 
viel gréBeren Jodmengen nicht weiter anstieg, wurde dann in 
einer Arbeit von Kuler und Josephson bestiitigt, und die 
Untersuchung erweitert. Sie stellten auch Inaktivierungs- 
versuche mit Brom an.?) 

Ich habe zuerst im Anschlu8 an diesen Versuchen iiber 
Brom auch einige iiber 

die Inaktivierung der Saccharase durch Chlor 


ausgefiihrt. Enzymlésung: /f = 110. 


Versuchsreihe 57. 
2cem Saccharaselésung wurde mit 1 cem Acetatpuffer (py = 4,57) und 


1 cem Chlorwasser (0,02 mg Cl,) gemischt. Nach 10 Minuten wurde die 
invertierende Wirkung gemessen. 

















Enzym Min. D k + 10+ kel 

2cem Enzym, ohne Vorbeh. 26 1,13 225 
40 0,40 211 100 

2cem Enzym, mit Cl behandelt}| 20 3,18 28 
30 3,10 24 12 


Ich untersuchte nun, welchen EKinfluB die ,,Inkubations- 
zeit‘ in diesem Versuch gehabt hat. Folgende Versuche sind 
mit derselben Mischung angestellt. 


Versuch 58. 























Inkubationszeit t D k-10* ky, * 108 keel. 
30 Sekunden 24 2,86 54 
54 2,20 53 
14 1,92 49 52 23 
1 Minute 26 2.88 48 
40 2.67 44 46 21 


Die Inaktivierung tritt also auBerordentlich schnell ein, 


wie es Euler und Josephson im Falle von Brom fanden. 
Sie wird wihrend lingerer Inkubationszeiten dann wenig oder 
nicht vergréBert. Aus der folgenden Versuchsreihe, wo eine 
Inkubationszeit von 60 Minuten gewahlt wurde, geht auch dies 
deutlich hervor. In dieser Versuchsreihe wurde die Inakti- 
vierung durch verschiedene Chlormengen gemessen: 


1) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 127, S. 99 (1923). 
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, Versuch 59. 
2cem Enzymlésung, 
1 cem Puffer py, = 4,57, 
1 eem Chlorwasser, von passender Verdiinnung. 60 Minuten. 











Chlormenge t D k+10* | ky, - 104 kel 

_ 26 1,13 225 
40 0,40 211 218 100 

0,0025 mg 16 1,99 213 
45 0,22 205 209 96 

0,005 mg 16 1,98 213 
45 0,22 205 209 96 

0,01 mg 16 2,26 170 
45 0,72 160 165 76 

0,02 mg 16 2,68 107 
45 1,48 107 107 49 

0,05 mg 16 3,32 20 
45 3,10 20 20 9 

















Aus der Tabelle sehen wir, daB die kleinsten Chlormengen 
keine Kinwirkung gehabt haben, eine Erscheinung, die oft bei 
allerlei inaktivierenden Stoffen beobachtet wurde!) und wobi 
so zu deuten ist, daB in der unreinen Enzymlésung Stoffe in 
kleinen Konzentrationen vorhanden sind, welche eine viel 
griBere Affinitit zu dem betreffenden Gift als das Enzym 
haben. Die Giftigkeit des Chlors ist gegen Enzymlésungen 
von derselben Aktivitit von derselben Gré8enordnung wie die 
des Broms. 

In keinem von diesen Fallen konnte man ein Anzeichen 
fiir die Bildung einer noch wirksamen_,,Halogensaccharase“ 
beobachten, 


Die Inaktivierung der Saccharase durch Jod. 


Wie oben gesagt worden ist, hatten die ersten Versuche 
zu dem Ergebnisse gefiihrt, daB bei Zusatz von steigenden 
Mengen Jod eine Inaktivierungsgrenze bei etwa 50°/, Aktivitit 

1) Siehe z. B. Myrbick, Sv. Vet. Akad. Arkiv Bd. 8, Nr. 29 iiber 
die Quecksilbervergiftung unreiner Saccharaselésungen. 
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erreicht wurde. Bei allen Versuchen von Euler und Lander- 
gren war die Inkubationszeit 60 Minuten. Euler und Jo- 
sephson zeigten dann, da8 die Inkubationszeit auf die In- 
aktivierung einen starken HinfluB ausiibt. In kurzer Zeit wird 
die Aktivitit um rund die Hialfte herabgesetzt, dann erfolgt 
eine langsame, bis zur volligen Inaktivierung verlaufende Reak- 
tion. Diese Resultate habe ich vollkommen bestiitigen kénnen, 
und zwar habe ich die Vorbehandlung des Enzyms mit Jod 
bei festgelegter Aciditat vorgenommen, denn wie ich spiter 
zeigen werde, verliuft die Einwirkung des Jods bei verschie- 
dener Aciditiit ganz verschieden. 


Versuchsreihe 60. Gemischt wurde: 
6 ecm Saccharaselésnng Jf = 110. 
1 cem Jodlésung = 2,20 mg J,. 
2ecem Puffer py = 4,15. 
3 cem Wasser. 
Von diesem Gemisch wurden nach verschiedenen Inku- 


bationszeiten 2 ccm genommen und die Aktivitat bestimmt: 





Inkubationszeit i D k- 104 ky,* 10* kg) 

1 Minute 10 2,85 132 
20 2.35 125 128 53 

12 Minuten 10 2,92 115 
20 2,99 101 108 45 

60, 10 2,96 106 
20 2.60 95 101 42 

Ohne Jod 3 2,89 244 
10 2.39 240 242 100 

















In voller Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen 
finde ich also eine momentane Inaktivierung von etwa 45°/,, 
dann eine langsame Abnahme der Enzymwirkung. Ich habe 
nun weiter untersucht, wie die Jodinaktivierung bei ver- 
schiedenen Aciditiiten verliuft. 

10 com Enzymliésung + 5 ccm pufferhaltiger Loésung + 
5 com Jodlisung. Nach verschiedenen Zeiten wurde in Proben 
von 4 cem (2 ccm Enzym; 0,22 mg Jod) die enzymatische Wir- 
kung bestimmt. 
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Versuchsreihe 61. Inkubation bei py = 2,6. 
Inkubationszeit t D k+10* | ky,-10* | Rel. Aktivitiit 
1 Minute 25 2,22 113 
59 0,86 115 114 4T 
5 Minuten 25 2,55 80 
61 1,40 82 81 83 
~ oe 40 2,52 52 
60 2,00 56 54 22 
Versuchsreihe 62. Inkubation bei py = 3,4. 
Inkubationszeit t D k-10* | ky, - 104 kel 
0,5 Minuten 35 1,45 137 
53 0,80 131 134 55 
10 . 27 2,09 116 
44 1,35 118 117 49 
35 i 20 2,68 86 
55 1,55 84 85 35 
Versuchsreihe 63. Inkubation bei py = 4,15. 
0,5 Minuten 40 1,25 137 
72 0,10 136 137 59 
. m 41 1,25 134 
70 0,25 130 132 57 
18 i. 43 1,29 125 
70 0,35 123 124 53 
30 a 40 1,60 112 
66 0,60 116 114 49 
Versuchsreihe 64. Inkubation bei py = 4,4. 
0,5 Minuten 26 1,82 148 
46 0,95 140 144 60 
10 m 25 1,98 137 
45 1,04 136 137 57 
Versuchsreihe 65. Inkubation bei py = 4,9. 
0,5 Minuten 22 2,05 148 
42 1,05 146 147 61 
2 % 20 2,20 144 
41 1,20 138 141 58 
10 : 20 2.28 133 
40 1,36 129 131 54 
30 " 20 2,51 106 
60 1,05 102 104 43 
66 . 80 2,71 AB 
46 2,27 59 51 24 
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Versuchsreihe 66. Inkubation bei py = 5,1. 





















































Inkubationszeit t D k+10* | ky: 10* kyo} 
0,5 Minuten 56 0,50 144 144 60 
2 " 55 0,60 140 140 58 
10 ” 47 1,07 129 129 51 
60 P 30 2.64 60 60 25 
Versuchsreihe 67. Inkubation bei py, = 6,07. 
0,5 Minuten 20 2,20 144 
39 1,30 137 141 59 
2 . 20 2.37 123 
40 1,58 115 118 49 
10 . 19 3,04 46 
41 2,75 38 42 17 
30 r 20 8,40 5 
4l 3,35 5 a) 2 
70 . 25 3,44 a 
48 3,44 we 0 0 
Versuchsreihe 68. Inkubation bei p,, = 6,07. 
0,5 Minuten 20 2,20 144 
41 1,30 130 137 57 
i ‘ 20 2,30 131 
40 1,40 123 127 a3 
5 ; 21 2,15 74 
43 2,10 73 74 31 
10 ; 21 3,09 37 
4] 2,80 35 36 15 
30 a 20 8,40 5 
41 3,35 5 5 2 
| Versuchsreihe 69. Inkubation bei py, = 6,53. 
0,5 Minuten 21 2,20 132 
40 1,37 128 130 54 
| 2 7 20 2,65 89 
| 40 2,07 80 85 35 
| 15 F 21 3.35 9 
| 47 3,25 9 9 4 
30 . 21 8,42 
45 3,38 etwa 3jetwa 3 etwa 1 
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Die Versuche habe ich in der Fig. 9 zusammengefasit. 
Bestitigt wurden die Angaben, daB die Saccharase durch Jod 
sehr schnell um etwa die Halfte inaktiviert wird, und daB die 
Inaktivierung dann nur sehr langsam fortschreitet. Aus meinen 
Versuchen kénnen wir genauer bestimmen, da die momentane 
Kinwirkung des Jods eine Inaktivierung von 40°/, verursacht. 
Weiter geht aus obigen Versuchen hervor, daB die Geschwindig- 
keit, mit der sich die langsamere bis zur Vollstandigkeit ver- 
laufende Inaktivierung voll- 
zieht, in hohem Grade von 
der Aciditit der Liésung 
abhingig ist. Bei p, = 
4—4,5 ist sie am kleinsten. 
Kuler und Josephson 
haben untersucht, ob sich 
die zeitliche Inaktivierung 
nach einer der Formeln 
der Reaktionsgeschwindig- 
keit berechnen 1liBt. Sie 
fanden in einem Versuche, 


100 








Relative Aktivi;at, 




















X bail Le, dab die monomolekularen 
t Koeffizienten stark abfielen; 
die nach der bimolekularen 

683 Me Sf a 6.07 ' Formel berechneten Werte 
Minuten = waren einigermaBen kon- 

Fig. 9. stant. In folgender Tabelle 


habe ich idhnliche' Be- 


rechnungen mit meinen Versuchen zusammengestellt: 





k. = log AhHtvitdt sameit 0 
c  6t  «6Aktivitit zurzeit ¢ ’ 
q _.. 1 Aktivititsverminderung 
tc ¢ Aktivitit zurzeit 7 


Auf Grund der Tabelle 8. 243 stellen wir folgende Betrach- 
tungen an: 

In allen Versuchen, die bei einigermaSen optimaler Aci- 
ditét angestellt wurden (p,, = 3—6) wiesen die nach der mono- 
molekularen Formel berechneten Koeffizienten eine angeniiherte 
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Konstanz auf. In der oft zitierten Arbeit von Euler und 
Josephson wurden dagegen stark fallende Werte berechnet. 
Dies steht zweifelsohne damit in Zusammenhang, daf in meinen 
Versuchen eine 5mal gré8ere Jodmenge anwesend war. Die 
yon Saccharase und Verunreinigungen gebundene Jodmenge 
kommt darum hier weniger in Betracht. Bei optimaler Aci- 
ditit hat die Inaktivierungskonstante die approximative GréBe 
k, = etwa 30-104. 
Aus den Versuchen von Kuler und Josephson berechnet 
man (von Stunden zu Minuten umgerechnet): 
k, = etwa 4-10~*. 

















Inkubationszeit 
Pi : : 7s we 
0 2 |5] 10 |15) 20 | 30 | 35 | 70 
| ae | | in 
Rel. Akt. |60; — |35; — |—| 22 | — _ Ses 
2,6 k.-10® |—| — |47;/ — |—| 22 — _ ~ 
k?.10? J|—| — 114, — |—!| 9 - —)|) — 
| 
Rel. Akt. |60; — |—; 49 |—| — 7 35 
3,4 ke - 10° ae | — |— 9 ns — — = 
kae10? J—| — — 221'—-) —  — 2,0, — 
| | 
Rel. Akt. }60; — |— 56 |—) 52 a9; — | — 
4,4 ke-10® J|—'| — |—| 3 |—! 8 3 - 
k?.10? |—| — '—|} 09/—| 08|; 08); — | — 
Rel. Akt. ]60|) 58 |—/ 54 |—| — | 48 | — | a8 
49 |} k&-108 j—| 8 |—| 5 —| — 5 | — | 6 
ké.10? J}—| 1,7)/—| 11/—] — 14, — | 28 
Rel. Akt. }60/ 49 31) 16 |—| — Sp me Tw 
6,07 | &.-10° I[—/| 45 |58| 57 |—| — oe 
k?.10? [—| 11 |19| 28 |—| — | oF | — | — 
Rel. Akt. ]60 35 |—-|) —~ 4 — ee 
6,53 | &-10? J|—|118 |—| — (80; — |, 60 | — | — 
k*.10° |—| 36 |—j| — |983|; — | 200 | — | — 


In meinen Versuchen geht die Inaktivierung etwa 8 mal 
schneller als in den von Euler und Josephson. Zwar ist 
meine Enzymlésung etwas reiner (Jf = 110 statt 66). Dies 


dirfte doch als Erklirung fiir die vergréSerte Inaktivierungs- 
16* 
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geschwindigkeit nicht ausreichen. Diese diirfte vielmehr mit 
der vergréBerten Jodmenge zusammenhingen. Aus dem Grunde 
ist es wahrscheinlich, daB die zeitliche Inaktivierung der Sac- 
charase durch Jod auf der weiteren Einwirkung des freien Jods 
auf die momentan gebildete Jodsaccharase (mit der Aktivitiit 
60°/,) beruht, und nicht auf ihrem Selbstzerfall oder ihrer Um- 
lagerung. Méglich ist natiirlich auch, daB eine solche zu der 
Inaktivierung beitrigt. Darauf deutet wohl, daB das Minimum 
der Inaktivierung mit dem Stabiltits- und Aktivititsoptimum 
des Enzyms zusammenfallt. 


Die Untersuchungen iiber Jodinaktivierung der Saccharase 
haben also ergeben, daB von Jod und Saccharase eine Ver- 
bindung gebildet wird, die eine Aktivitit hat, die 60°/, von 
der der freien Saccharase ausmacht. Durch Eintritt von mehr 
Jod in das Molekiil wird die Aktivitat véllig vernichtet. Es 
gilt nun die Ursache der verkleinerten Aktivitit der Jod- 
saccharase zu finden. Euler und Josephson haben gezeigt, 
daB die Aktivitits-p,-Kurve durch den Eintritt des Jods nicht 
merkbar geiindert wird. Der isoelektrische Punkt der Saccha- 
rase wird also nicht geindert. 

Euler und Josephson heben die Méglichkeit hervor, dab 
die Inaktivierung auf einer Herabsetzung der Affinitat des Enzyms 
zum Substrat beruhen kann. Um zu priifen, ob diese Annahme 
zutrifft, habe ich einige Versuche angestellt (20 cm Rohr): 


Versuchsreihe 70. Affinitét des freien Enzyms zu Rohrzucker. 





Zuckerkonz. 


P D Drehungs- Relative 
"lo inderung | Geschwindigkeit 
0,9 0 0,60 a 

2 0.38 0,22 

4 0,20 0,40 

6,2 0,06 0,54 

§ —0,02 0,62 43 
2,5 0 1,72 ” 

2 1,38 0,34 

4 0,97 0,75 

6 0,74 0,98 

8 0,48 1,24 78 
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Versuchsreihe 70 (Fortsetzung). 





Zuckerkonz. j D Drehungs- Relative 
lo iinderung | Geschwindigkeit 
5 0 3,44 - 

2,5 2.95 0,49 
4 2.60 0,84 
6 2,15 1,29 
. 1,81 1,68 . 8b 
10 Q) 6,85 mee 
2 6,46 0,42 
4 6,02 0,86 
6 5,57 1,31 
. 5,13 1,75 86 














Versuchsreihe 71. Affinitiit der Jodsaccharase zu Rohrzucker. 














0,9 0 0.60 — 
2 0,48 0,12 
4 0,37 0,23 
6 0,26 0,34 
8 0,19 0,41 23 
2,5 0 1,65 —— 
2 1,45 0,20 
4 1,20 0,45 
6 1,00 0,65 
8 0,86 0,79 45 
2 0 3,44 — 
2 3,18 0,26 
4 2,96 0,48 
6 2,70 0,74 
8 2,50 0,94 50 
10 0 6,72 — 
2 6,46 0,26 
5 6,10 0,62 
8 5,72 1,00 
11 5,37 1,35 51 
20 0 13,54 — 
2 13,30 0,24 
5 12,98 0,56 
8 12,70 0,82 
11 12,44 1,10 49 


In der Fig. 10 findet man die Kurven. Die relativen Ge- 
schwindigkeiten sind als Prozente von dem idealen Wert der 
Geschwindigkeit in unendlich konzentrierter Zuckerlésung an- 
gegeben. Die Punkte der Kurven, die der Hilfte dieser maxi- 
malen Geschwindigkeit entsprechen, geben die Affinitits- 
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konstanten. Bemerkenswert ist, da in beiden Fallen die 
halbe Geschwindigkeit der Zuckerkonzentration 1,1°/, ent- 
sprechen. Wir finden also, daB die Jodsaccharase die- 
selbe Affinitit zum Substrat hat, wie die freie 
Saccharase. Die Dissoziationskonstante ist in beiden Fallen 
bei diesem Priparat: 

K,, = 0,032. 


























Relative Aktivitat 
..% 
On 

© 























AT/ 
Vy 





5%, 10°), 


(Alle meine Priparate aus H-Hefe wiesen ungewéhnlich 
hohe Werte von A,, auf. Die Hefe hat sich wihrend der 
letzten Jahre in dieser Hinsicht verandert.) 


Bewiesen ist also, daB die kleinere Aktivitit der 
Jodsaccharase nicht auf einer verminderten Affinitit 
zum Rohrzucker beruht. 


Josephsons Versuche beweisen, da die p,-Kurve der 
Jodsaccharase dieselbe ist wie die des freien Enzyms. In ein 
paar Versuchen habe ich dieses Resultat vdéllig bestitigen 
kénnen. 
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Versuch 72. 
1 eem Enzym (Jf = 50) wurde mit 1 cem Phosphatpuffer und 1 ccm 
Jodlésung (0,68 mg Jod) gemischt, und nach 30 Sek. dazu 47 ecm einer 


pufferhaltigen Lésung von 5 g Rohrzucker gegeben. 





Pa = 4,5 Pu = 6,4 


ohne Jod mit Jod | ohne Jod mit Jod 





Min.| D | &-10¢ |Min| D | -10¢ Min.) D | k-10¢ |Min.| D | k-10! 


013,44) — 018,44) — 9 18,44) — 0 3,44) — 
6/296) 177 | 6 3,14 108 9 3,00) 108 | 7 3,28| 65 
122,50 179 | 12/289 102 | 20 2,50 108 | 15 3,00) 65 
201,99. 170 | 20/2,60 95 


42°) Inaktivierung 40°/. Inaktivierun 
/0 4 iQ £ 








j 
i 


Die elektrochemischen Eigenschaften des Enzyms, die in 
der p,-Kurve zum Ausdruck kommen, werden also von dem 
Kintritt des Jods in das Molekiil nicht wesentlich geiindert. 
Wie soll man sich dann den EKingriff des Jods vorstellen? Aus 
dem Gesagten ist unwahrscheinlich, daB das Jod die substrat- 
bindenden Gruppen beeinfluBt. Ich habe dies in einigen Ver- 
suchen direkt gepriift. 

Der erste Eingriff des Jods, die Bildung der noch aktiven 
Jodsaccharase geschieht mit sehr grofer Geschwindigkeit. 
Untersucht wurde aber bisher nicht, wie die Anwesenheit des 
Substrats den Vorgang beeinfluBt. Ich habe nun Parallel- 
versuche mit denselben Enzym- und Giftmengen angestellt, 
wo das eine Mal das Enzym zu dem Zucker—Puffergiftgemisch 
zuletzt zugesetzt wurde, das andere Mal das Enzym zuerst wihrend 
30 Sekunden der Kinwirkung des Jods ausgesetzt wurde und 
dann zu der Zuckerlésung gegeben wurde. (Vers. 73—74.) 

Wir sehen also, da8 die erste Kinwirkung des Jods (In- 
aktivierung zu 40°/,) auch bei Anwesenheit von sehr viel Sub- 
strat momentan erfolgt. Dies ist eine Stiitze fiir die Auf- 
fassung, daB das Jod nicht die substratbindenden (basischen) 
Gruppen des Enzyms angreift. Zu untersuchen war nun, ob 
die zweite Phase der Jodinaktivierung, die zur volligen Auf- 
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F D ks 10! Rel. Geschwin- 
digkeit 
Enzym zuletzt. 0 3,44 — 
6 3,14 108 
12 2,89 102 
| 20 2,60 95 58 
30 Sek. Inkubation . 0 3,44 ~- 
6 3,16 100 
12 2,85 110 
20 2,60 95 o8 
Gmnetie .. 2-5 % « = — 175 100 

















digkeit 

Enzym zuletzt. . . . 0 3,44 — 

6 8,25 70 

12 3.05 72 

20 207 75 66 
30 Sek. Inkubation . 0 8,44 

7 3,20 74 

15 3.00 65 64 
One T 6s & 4 = -~ 108 





hebung der Wirksamkeit fiihrt, von der Anwesenheit des 
Substrats abhingt. 

Gemischt wurde: 3 ccm H,O, 1 ccm Puffer p, = 5,6, 
1 ccm Jodlésung (0,68 mg J) 1 ccm Saccharaselésung. In einer 
Parallelprobe wurde zuerst im Wasser 0,5 g Rohrzucker auf- 
gelést. In den Versuchen wurde nach einer Inkubationszeit von 
20 Minuten die unzerstirte Saccharasemenge bestimmt (p,, = 4,5). 
Ubereinstimmend wurde in beiden Versuchen die Reaktions- 
konstante 87-1074 erhalten. Relative Geschwindigkeit = 50. 
Die beginnende zeitliche Vergiftung ist durch das Substrat 
nicht aufgehoben oder vermindert worden, und wir schlieBen, 
daB auch dieser Teil der Jodeinwirkung andere Gruppen des 
Enzymmolekiils betreffen als die substratbindenden. 
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Zur Beantwortung der Frage, wie Jod die Enzyme an- 
greift, hat man die Hypothese herangezogen, die Enzym- 
molekiile enthalten doppelte Bindungen, die durch Halogen 
gesittigt werden kénnen. Zweifelsohne kénnen die bei der 
Jodinaktivierung der Saccharase gefundenen Verhiltnisse auch 
so erklirt werden. Bekannt ist ja z. B., dab viele ungesittigte 
Verbindungen Halogene mit einer unmeBbar groBen Geschwin- 
digkeit addieren. Man muB aber gestehen, daf andere Griinde 
zur Annahme einer Doppelbindung im Saccharasemolekil 
fehlen. Vielleicht ist eine andere Erklirung einfacher. Da 
in dieser Arbeit die ,,proteinihnliche* Natur des Saccharase- 
molekiils recht oft im Zusammenhang mit verschiedenen Ver- 
giftungen zur Diskussion aufgenommen wurde, habe ich auch 
hier einen Vergleich angestellt zwischen der Jodinaktivierung 
der Saccharase und den Literaturangaben iiber das Jodbindungs- 
vermégen der Proteine. 

Bekannt ist, daB mehrere Proteine wie andere jodbindenden 
Stoffe die Jodstirkereaktion stéren.1) Blum und Straub?) 
haben darum die Jodbindung na&her untersucht. Bei der 
ersten Kinwirkung des Jods entstehen Jodproteine, die nur 
Ring—C—J-Atome besitzen. Bei Einwirkung von mehr Jod 
wird auch z. B. das H-Atom einer Ring~N—H-Gruppe ersetzt. 
Ks scheint mir, als wire der Gedanke, es handle sich bei der 
Jodinaktivierung der Saccharase um Jodierung von Ringkohlen- 
stoff, ebenso wahrscheinlich als die Annahme einer Doppelbindung. 


Versuch 75. 


20 cem 0,02 n-Aminlésung + 1 cem Stiirkelisung + 1 cem 
0,02 n-Jodlésung. 20° 














Amin Entfiirbungszeit 
p-Toluidin. - . .. . 12 Minuten 
m-Toluidin. . .... < 8 Sekunden 
o-Toluidin. . ... . 1 Minute 
p-Chloranilin. . . . . etwa 20 Stunden 
m-Chloranilin. . . . . 1 Stunde 
o-Chloranilin. . . . . 7 Stunden 


_ _') Clementi, Arch. di Farmacol. sperim. Bd. 20, 8. 258 (1915). 
Nach Zbl. zitiert. 
*) Blum und Straub, Diese Zs. Bd. 112, S. 111 (1921). 
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Wie dieser einfache Versuch zeigt, verliuft die Jodhindung 
unter Umstiinden sehr schnell. Selbstverstindlich hat die 
Natur und Stelle der anderen Substituenten auf die Jodbindung 
einen groBen Kinflu8. Ich finde es sehr wohl denkbar, da 
die erste Jodbindung der Saccharase (Bildung der aktiven Jod- 
saccharase) eine Substitution eines H-Atoms eines aromatischen 
Kerns ist. Die zweite (vollstiindige) Inaktivierung wire dann 
eine Substitution eines zweiten H-Atoms, die natiirlich viel 
langsamer erfolgt (vgl. den zweiten Teil vorstehender Tabelle) 
oder vielleicht eine Substitution wie sie nach Blum und Straub 
an Ring—N—H vorkommt. Diese Art der Jodbindung kann 
nach denselben Autoren durch Thiosulfat riickgiingig gemacht 
werden. Wir begegnen also hier der Frage iiber die Rever- 
sibilitit der Jodinaktivierung. 


Jodinaktivierte Saccharase und Thiosulfat. 


Kuler und Landergren, deren Versuche von Euler 
und Josephson bestatigt wurden, fanden, daB die durch Jod 
inaktivierte Saccharase durch Thiosulfat nicht reaktiviert wurde. 
Die Verfasser haben nur den EinfluB des Thiosulfats auf total 
vergiftetes Enzym untersucht, und die eigentiimliche Wirkung 
des Salzes auf teilweise inaktiviertes Enzym (auf die aktive 
,Jod-Saccharase“) ist innen darum entgangen. 


Versuch 76. 











F D kee 104 Relative Ge- 
schwindigkeit 
3: Ge Se es He 5 2,89 226 
10 2,40 240 100 
2. 20mg Thiosulfat . . . 10 2,39 240 100 
30 0,77 235 
8. Tetrathionat aus 2mg Jod| 17 1,73 241 100 
und 20 mg Thiosulfat 33 0,65 226 

















sisi ae : 
4 
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Wir stellen zuerst folgendes fest (Versuch 76): 


Thiosulfat inaktiviert Saccharase nicht. Saccharase, mit 
einem Gemisch von Uberschu8 von Thiosulfat und Jod versetzt, 


wird nicht inaktiviert. Dies bedeutet, da8 das Tetrathionat nicht 
inaktiviert. 


Von mehreren Versuchen iiber die Einwirkung des Thio- 
sulfats auf Jodsaccharase beschreibe ich folgenden: 


Versuch 77. 


2 ccm Saccharaselésung (f= 110:% = 240-104) wurde 
mit 1 ccm Puffer (p,, = 5) und 1 ccm Jodlésung (0,22 mg Jod) 
vermischt. In einer Probe wurde gefunden, daB dieses Ge- 
misch in der gewoéhnlichen Zuckerlésung die Konstante k = 
140-10~* gab. In voller Ubereinstimmung mit anderen Ver- 
suchen fand ich also eine Inaktivierung von 42°/,. Wurde 
aber in einer Parallelprobe unmittelbar nach dem Vermischen 
von Enzym und Jod 10 mg Thiosulfat zugesetzt, so fand ich 
danach in dem Gemisch die Konstante 4 = 24-107*. Nach 
langerer Kinwirkung des Thiosulfats stieg die Aktivitiit wieder 
etwas. Ich fand z. B. nach 10 Minuten die Konstante k = 
44-10~4, In zahlreichen uhnlichen Versuchen bei verschie- 
denen Acidititen fand ich, da bei Zusetzen des Thiosulfats 
eine sehr starke Inaktivierung eintrat. Ehe ich eine Deutung 


dieses Befundes versuche, seien einige ausfiihrliche Versuche 
mitgeteilt. 


In s’mtlichen folgenden Versuchsreihen wurde gemischt: 


20 cem Enzymlésung, 
10 cem Puffer, 


10 cem Jodlésung. 


Nach einer bestimmten Zeit Zusatz von Thiosulfat (10 mg 


zu je 4ccm der Mischung). Proben von 4 ccm zu Inversions- 
versuchen. 
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Versuchsreihe 78. py = 3,4 wihrend der Inkubation. 








Zeit nach Vermischen 


mit Jod 


0,5 Min. 


10, 


35 ” 


61 ‘ 
0,5 Min 
10 ; 


10,5 Min. 


25 , 
iD ; 
0,5 Min. 
8 , 
18 , 
80.5 . 


31,5 Min. 




















Zusatz von 
20 
oD 
8 


45 





Versuchsreihe 


26 
46 
25 


45 





Zusatz von 
25 
45 
31 
51 
») 


a & 


40 





Versuchsreihe 


40 


72 


41 
70 
43 
70 


40) 
66 





Zusatz von 


40 
66 




















1,45 

0,80 134 
2,09 

1,35 117 
2,68 

1,55 85 
Thiosulfat 
8.21 

3,05 21 
8.28 

3,10 16 
79. Pu = 4,19. 
1,82 

0,95 144 
1,98 

1,04 137 
Thiosulfat 
2,97 

2,70 39 
2,88 

2,65 38 
3,00 

2,75 39 
80. Pu == 4,15 
1,25 

0,10 136 
1,25 

0,25 132 
1,29 

0,35 124 
1,60 

0,60 | 114 
Thiosulfat 
3,01 

2,75 24 




















Rel. Geschwin- 
digkeit 


1 


60 


57 


16 


16 


16 


10 
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Zeit nach Vermischen 


mit Jod 


0,5 Min. 


29 


15 : 

31 , 

61 ‘4 
0,5 Min. 
1 Min. 

2 3 
> » 

10 

30 =, 


Versuchsreihe 81. p,,; = 6,07. 








Versuchsreihe 





t 


20 
41 
21 
43 
22 
42 





42 
177 
49 
172 
41 
156 


40 
126 





20 
41 





Zusatz von 


20 
40 
20 
40 


20 
40 


22 
42 


22 
43 








° 4 
2,20 
1,30 137 
2,15 
2,10 74 
8,05 
2,15 88 


Zusatz von Thiosulfat 


3,30 
2.78 
3,20 
2.62 
3,15 
2,50 
3,10 
2,40 








Thiosulfat 
3,16 
2,90 
3,10 
2.18 
3,07 
2,65 
2,85 
2,45 
2,10 
2.12 








fe s) 


11 








Rel. Geschwin- 
digkeit 


57 


31 


16 


In der Fig. 11 findet man die Inaktivierungskurven der 
Thiosulfatversuche 


ausgezogen. 
sprechenden Kurven ohne Thiosulfat. 


Gestrichelt 


sind die ent- 
Wir stellen fest, daB 


bei Zusatz von Uberschu8 von Thiosulfat zu einem Gemisch 
von Jodsaccharase und Jod die Inaktivierung momentan zu 
einem groBen Wert steigt, wihrend sie ohne Thiosulfat nur 


Sehr langsam zunimmt. 


Zwei Erklirungen sind méglich. 
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1. Das Thiosulfat greift die Jodsaccharase an unter Bil- 
dung eines inaktiven Stoffes. Diese Erklirung wird dadurch 
unwahrscheinlich, daB die ,,Thiosulfatinaktivierung“ nie voll- 
stiindig ist. 

2. Bei der Reaktion zwischen J, und Na,8,O, werden 
intermediar reaktionsfaihige Jodverbindungen gebildet, die die 
Jodsaccharase weiter inaktivieren. In diesem Falle wird eine 
unvollstiindige Inaktivierung erklirlich, da ja die Existenz- 
periode der inaktivierenden Stoffe iu®erst kurz ist. 
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Fig. 11. 


Bemerkenswert ist ein vollig analoges Verhalten des Thio- 
sulfats bei der Einwirkung von Jod auf Natriumazid. Raschig?) 
hat nimlich gezeigt, daB, wenn man zu einem Gemisch von 
NaN, und J, ein wenig Thiosulfat zusetzt, eine starke Re- 
aktion stattfindet, wihrend J, ohne Thiosulfat das NaN, nicht 
angreift. Auch hier ist nach Raschig das Tetrathionat 
wirkungslos. Er fiihrt die Erscheinung auf die starke Reak- 
tionsfiihigkeit des intermediiir gebildeten NaJS,O, zuriick. 
Wenn auch andere Moéglichkeiten bestehen (man kann z. B. 
an das Auftreten von atomarem Jod denken), so diirfte man 





1) Raschig, Chem. Ber. Bd. 48, S. 2088 (1915). 
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dariiber einig sein kénnen, daB in beiden Fallen reaktions- 
fahigeres Jod oder eine Jodverbindung die Reaktion bewirkt, 
die nicht oder nur schwer mit molekularem Jod verliiuft. 

Aus meinen Versuchen (Fig. 11) ist ersichtlich, daB in 
gewissen Willen (bei p,, = 6) nach der Jod—Thiosulfatinakti- 
vierung eine Regeneration eintritt. Dies ist wohl als eine 
Zerlegung der jodierten Saccharase durch das iiberschiissige 
Thiosultat zu erkliren. Man kénonte in diesem Zusammenhang 
an eine Bindung von Jod denken, analog der Bindung an 
Ring—N—H-Gruppen im EiweiB. 

Zusammentassend kann iiber die Bindung von Jod an 
Saccharase gesagt werden, dal die erste Phase der Reaktion, 
die Bildung einer aktiven Jodsaccharase, méglicherweise als 
eine Kernsubstitution durch Jod erklart werden kann, ohne 
daB andere Méglichkeiten ausgeschlossen sind. Die zweite 
Phase, die zu einem inaktivem Produkt fiihrt, kann vielleicht 
als eine zweite Substitution ahnlicher Art aufgefaBt werden. 
Bringt man Thiosulfat zu emem Gemisch Jod—Jodsaccharase, 
so tritt eine schnelle Bindung von mehr Jod ein, die durch 
iiberschiissiges Thiosulfat unter Umstiinden teilweise riick- 
gingig gemacht werden kann. 


6. 
Inaktivierung der Saccharase durch Osmiumtetroxyd. 


In aller Kiirze seien hier einige vorliufige Versuche iiber 
die Kinwirkung von Osmiumtetroxyd auf Saccharase mit- 
geteilt. 

Dieser in der mikroskopischen Technik vielfach angewendete 
Stoff soll ja die Sittigung von Doppelbindungen leicht be- 
wirken, obgleich andere Arten der Hinwirkung gar nicht aus- 
geschlossen sind. 

2 ccm Saccharaselésung (/f = 110) wurde mit 1 mg OsO, 
versetzt. Nach 90 Minuten konnte durch einen Inversions- 
versuch eine Inaktivierung von 65°/, festgestellt werden. 

Mit steigender Aciditit wird die Inaktivierung immer 
croBer: 
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Versuchsreihe 83. 
Inaktivierung von 2 ccm Saccharaselésung mit 1 mg OsO, wihrend 
60 Minuten bei verschiedenen Acidititen. 
k ohne Gift = 233 - 10-4. 








Py, Wahrend der : 
Vorbekaniibens t D ky? 10 Rel. Geschw. 
pe = 
2,8 20 3,30 
40 3,15 16 7 
3,4 20 3,20 
40 3,02 25 11 
4,1 20 3,05 
40 2,72 42 18 
4,9 20 2,90 
40 2,42 59 25 
5,3 20 2,85 
40 2,20 69 30 














Versuchsreihe 84. 
Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung. 
12 cem Enzymlésung + 6 ccm Puffer (py = 4,5) + 6 cem Os0,-Lésung 
(6 mg). 18° Proben von 4 eem zur Inversion. 





Inku- ke = 





























Il 
bations- | D | ty | BF lie= “log ~ 1 100—R 
zeit | t &R 
ohne Gift | 16 1,84 | 
31 0,79 | 232 | 100 ~- ~ 
10 Min. 15 2,75 | 
30 2,26 97% 42 0,0376 0,138 | 
a 15 3,00 
30 2,60 65 28 0,0277 0,129 
0 cu 18 2,96 
34 2,65 56 24 0,0207 0,106 
45 ; 20 3,05 
42 2,67 42 18 0,0165 0,101 
66, 22 3,13 
42 2,85 31 13 0,0134 0,102 


Die Inaktivierung verliuft anfangs sehr schnell. Die In- 
aktivierungskonstanten fallen stark. Die Ausrechnung solcher 
Konstanten hat natiirlich keinen groBen Wert, da wir iiber die 
Natur der Reaktion zu wenig unterrichtet sind. 

Kine abnliche Versuchsreihe wurde bei p,, = 7,60 ausgefiihrt. 





Versuch 85. 
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Inkubations- 


t 
zeit 


— 16 


31 


5 Min. 16 


31 


16 
39 








D 


1,84 
0,79 
2,45 
1,68 
2.85 
2,25 





k- 104 


238 
226 
141 
137 


83 
82 





ky ° 10* 


232 
139 


83 





Bemerkenswert ist, daB bei dieser alkalischen Reaktion, 
wo die Saccharase schon einen Selbstzerfall erleidet, die Inakti- 
vierung nicht schneller erfolgt als bei p,, = 4,15; was in Uber- 
einstimmung mit der Versuchsreihe 83 ist. 

Ich habe schlieBlich einige Versuche mit verschiedenen 
Giftmengen angestellt. 2 ccm Enzymlésung + Puffer + Os0,- 
Lésung. p, = 9. 


Versuch 86. Inkubationszeit 10 Stunden. 











Menge OsO, t D k + 10 ky * 104 R 

- 2,5 2,89 226 
16 1,84 238 232 100 

0,01 mg 15 2,30 175 
32 1,20 176 176 76 

0,02 ,, 15 2,41 157 
32 1,42 155 156 67 

0,05 ,, 15 2.73 106 
32 2,20 91 98 42 

1 ,, 15 2.90 79 
32 2.35 79 79 34 

05 4, 15 2.91 78 
32 2.49 68 73 31 

















Die Frage, ob die starke Inaktivierung der Saccharase 
durch OsO, als eine Sattigung einer Doppelbindung erklirt 
werden kann, lasse ich offen. Die in der Mikroskopie be- 
kannte Farbung der Fette durch Os0Q, soll ausschlieBlich auf 
die Doppelbindung der Olsiure beruhen), aber sicher kénnen 
leicht oxydable Stoffe auch in anderen Weisen angegriffen werden. 

1) Golodetz, Monatsh. f. Dermatologie Bd. 50, S. 95. Nach Zbl. 
zitiert, 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVIII. 17 
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ie 
Verbindungen der Saccharase mit Aldehydreagenzien. 


A. Die elektrolytischen Dissoziationskonstanten 
einiger aromatischen Basen. 


Bei meinen Untersuchungen tiber die Einwirkung einiger 
Amine auf Saccharase zeigte es sich, daB, damit ich genauere 
Berechnungen tber das Gleichgewicht anstellen kénnte, eine 
neue Bestimmung der Dissoziationskonstanten gewisser Amine 
erforderlich war. Bei der Berechnung der Versuche z. B. mit 
Anilin zeigte es sich, daB die in der Literatur befindlichen 
Werte vollkommen unbegreifliche Resultate gab. (Ich erinnere 
hier an eine friihere Untersuchung, wo ich zuerst die Ab- 
hingigkeit der Aminvergiftung von der Aciditaét auf die Salz- 
bildung der Base zuriickfiihrte.4) Ich fand, daB meine Be- 
rechnungen fiir p-Toluidin gut stimmten, daB aber bei Anilin 
,ein noch unbekannter Faktor“ eine zu groBe Inaktivierung 
in saurer Liésung gab. Dieser Faktor ist der Wert der Disso- 
ziationskonstante des Anilins.) 

Ich habe darum eine neue Bestimmung der Dissoziations- 
konstanten von Anilin und von einigen seiner Monoderivate 
ausgefiihrt. Die Methode war die elektrometrische Messung 
der Wasserstofi-Ionenkonzentration in Gemischen von HC] und 
dem betreffenden Amin. Diese direkte Methode, die Hydrolyse 
der Salze schwacher Elektrolyte zu messen, diirfte jetzt, wo 
die Gaskettenmethode zu volliger Exaktheit ausgearbeitet ist, 
in vielen Fallen anwendbar sein.) 

Jede Bestimmung wurde folgendermaBen ausgefiihrt: In einem 
im Thermostaten von 25,0° befindlichen Kolben wurde zuerst die 
Wasserstoffionenkonzentration in HCl + Wasser gemessen. Die 
Elektrode war die von Michaelis angegebene mit strémendem 
Wasserstoff. Die Saurelésung wurde durch eine mit konzen- 
trierter HCl-Lésung getrinkte Schnur mit der Kalomelelektrode 





1) Myrbick, Uber die Inaktivierung der Saccharase durch Amine. 
Sv. vet. akad. Arkiv for kemi, Bd. 8, Nr. 32 (1923). 

*) Vgl. Michaelis u. Rona, Die Dissoziationskonstanten einiger 
sehr schwachen Siuren, insbesondere der Kohlehydrate, gemessen auf 
elektrometrischem Wege, Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 232 (1913). 
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verbunden. Die 'emperatur der Kalomelelektrode wurde in 


jedem Falle gemessen (18°). Die Potentialdifferenz wurde wie 


cewohnlich nach der Kompensationsmethode gemessen. In einem 
zweiten Kolben wurde auf dieselbe Weise die Wasserstoffionen- 
konzentration in einem Gemisch von derselben Menge HCl mit dem 
Amin in demselben Volumen Wasser gemessen. Aus der Poten- 


tialdifferenz wurde auf folgende Weise?) die Aciditat berechnet: 
H-—-F 
Pa = 
wo # die gemessene Millivoltzahl bedeutet. / ist fiir die ge- 
sittigte Kalomelelektrode bei 18° = 250,3 Millivolt; und & bei 
25° = 59,1. 

Ist es, wie bei meinen Versuchen, nicht médglich, die 
Kalomelelektrode auf der Thermostatentemperatur zu halten, 
so gibt diese berechnungsweise genaue Werte. 

Aus den Aciditiiten wurde die Dissoziationskonstante A 
des Amins bei 25° folgendermafen berechnet?): 


Setzen wir 

A = Normalitit des Amins, 

h’ = 10 °H = Aciditit der reinen Siure, 

h” = 10 PH = Aciditit des Siureamingemisches, 
Ah =h' —h” = Zahl der Aminionen, 


ent Se ol” See Hydroxylionenkonzentration des 
Séiureamingemisches. 
Dann ist 
: oh’’. Ah 
hel i 
Die Amine waren in den meisten Fallen Kahlbaums 
Praparate, welche auf Schmelzpunkt und dgl. geprift und 
wenn notwendig umkrystallisiert bzw. rektifiziert wurden. Einige 
habe ich aus technischen Praparaten, Salzen und dgl. rein 
dargestellt. (Dieselben Priparate wurden zu den Vergiftungs- 
versuchen angewendet.) 
Ich fasse meine Resultate in folgender Tabelle zusammen. 
EH’ und F#” sind die gemessenen Millivoltzahlen in der 
Saure bzw. der Saiureaminmischung. 


Mickeclix. Die ‘Ciba S. 157. 


*) Michaelis u. Rona, a. a. O. S, 234. 
i= 
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s 


Amin 


Anilin 


p-Toluidin 


m-Toluidin 


o-Toluidin 


p-Chloranilin 


m-Chloranilin 


o-Chloranilin 


p-Anisidin 


p-Bromanilin 


m-Bromanilin 


o-Bromanilin 





Nor- 
malitit 


0,0456 
0,0456 
0,0381 
0,0304 
0,0228 
0,0152 


0,0211 
0,0181 
0,0150 
0,0121 
0,0121 
0,0090 
0,0211 
0,0150 
0,0090 


0,02038 
0,0136 


0,01388 
0,0138 
0,0092 
0,0092 


0,00826 
0,00550 


6,0168 
0,0112 


0,0093 
0,0080 
0,0067 
0,0053 
0,0053 


0,0150 
0,0125 
0,0075 


0,0145 
0,0095 


0,9110 
0,0058 
0,0058 


0,0143 
0,0094 
0,0055 

















Pou 


8,45 
8,44 
8,51 
8,68 
$,77 
9,04 


8,41 
8,50 
8,58 
8,72 
8,69 
8,96 
8,01 
8,11 
8,39 


8,21 
8,40 


8,58 
8,61 
8,86 
8,86 


9,48 
9,68 


9,53 
9,77 


10,60 
10,69 
10,73 
10,80 
10,78 


7,84 
7,86 
8,09 


9,34 
9,53 


9,82 
10,12 
9,73 


10,58 
10,66 
10,82 





Ah 


0,00390 
0,00890 
0,00390 
0,00389 
0,00389 
0,00389 


0,00390 
0,00390 
0,00390 
0,00389 
0,00389 
0,00389 
0,00188 
0,00138 
0,00138 


0,00141 
0,00141 


0,00148 
0,00148 
0,00147 
0,00147 


0,001438 
0,00141 


0,00143 
0,00140 


0,00091 
0,00079 
0,00073 
0,00062 
0,00068 


0,001.48 
0,00148 
0,00148 


0,00145 
0,00144 


0,00140 
0,00132 
0,00056 


0,00098 
0,00090 
0,00067 





K35 


3,3-10710 
3,4-1071 
83,5107! 
3,1-107-% 
3,5-101 
8,1-1071 


8,8+10—% 
8,7-10—1 
9,2-10-1 
9,1-10—1 
9,7-10—-1 
8,4-10—1 
6,9-10— 
7,9-107- 
74-10-10 


4,6+10—1 
4,6-10—1 


3,2-1071° 
3,0-107" 
2,7-10—% 
2,7-10—1 


5,9°107" 
5,5°107}} 


2,6-10711 
2,4+1071! 


2,7-10712 
2,3-10—12 
2,3-10—? 
2,1-107? 
2,2-1071 


1,6-107—° 
1,9-10~° 
2,0-107° 


5,1-107!! 
5,3-1071 


2,2+10—" 
2,2-10—! 
2,0-107"! 


2,0+-1072 
2,3-107” 
21-107? 
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Amin Nor- 

malitat 

p-Aminoben- | 0,0139 

zoesaure 0,0110 

0,0091 

0,0073 

0,0055 

m-Aminoben- | 0,0139 

zoesaure 0,0110 

0,0091 

0,0073 

0,0055 

o-Aminoben- | 0,0139 

zoesaure 0,0073 





E’ 


417 
417 
417 
417 
417 


417 
ALT 
417 
417 
417 


417 
417 


a 


443 
438 
436 
432 
431 


457 
449 
449 
443 
441 


451 
424 








47 4} 
Po | Pou 


8,27 
3,19 
3,15 
3,08 
3,06 


10,63 
10,71 
10,75 
10,82 
10,84 


3,51 
3,37 
3,37 
3,27 
3,23 


10,39 
10,53 
10,53 
10,63 
10,67 


3,06 | 10,84 








2,95 | 10,95 








Ah x. 
0,00094 | 1,7-10—¥ 
0,000838 | 1,6-10—” 
0,00077 | 1,5-10—7% 
0,00065 | 1,5-107~” 
0,00055 | 1,8-10—*7 
0,00117 | 3,7-10—” 
0,00104 | 8,5-107—% 
0,00104 | 3,8-10—% 
0,00094 | 3,6-107 
0,00089 | 3,5-107! 
0,00061 | 6,6-10718 
0,00036 | 5,9-10—%8 


In der folgenden T'abelle findet man in der zweiten 


Kolumne die Mittelwerte meiner Konstanten. 


In der dritten 


habe ich einige mit anderen Methoden gewonnene Werte zum 
Vergleich aufgezeichnet. (Landolt-Bérnsteins ‘Tabellen.) 





Anilin 


p-Toluidin 


m-Toluidin . 


o-Toluidin 


p-Chloranilin 


m-Chloranilin . 


0-Chloranilin 
p-Anisidin 


p-Bromanilin 


m-Bromanilin . 


o-Bromanilin 


p-Aminobenzoesiure 
m-Aminobenzoesiiure 


o-Aminobenzoesiure 





3,3- 


io" 


5 LO 10 


| 


| 
| 





5,7-10—1° 


4,6- 101° 


20-107 19 
15-107 1° 
20-107" 


6-107—*° 
55-107 
3,3-107 %° 
9,9-107-" 
16-10" 
3,4-107—1! 
0,9-107—” 
1,5-107° 

1.T* 
8,8-1071 
3,8-107 1! 


23-107" 
1,2-107—"! 
1,4-107—” 





Lowenherz: Lie- 
lichkeit 

Lundén: Hydrolyse 

Bredig: Leitf. 

Fliirscheim: Verteil. 

Léwenherz: Lés- 
lichkeit 

Bredig: Hydrolyse 

Fliirscheim: Verteil. 

Bredig: Hydrolyse 


Fliirscheim: Verteil. 
Farmer u. Warth: 
Hydrolyse 
Fliirscheim: Verteil. 
Veley: Kolorim.(19°) 


Farmer u. Warth: 
Kolorim. 


dgl. 
Fliirscheim: Verteil. 


dgl. 


Winkelblech: Leitf. 
dgl. 
Lundén: Hydrolyse 
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Die mit der von mir angewendeten Methode gefundenen 
Werte der Dissoziationskonstanten der Basen sind im all- 
gemeinen etwas kleiner als die mitindirekten Methoden gemessenen. 

Ich habe die Ansicht, daB diegute Ubereinstimmung, die meine 
Werte der Dissoziationskonstanten bei den spaterzu besprechenden 
Vergiftungsversuchen geben, darauf beruhen, daB dieselbe Methode 
der Aciditsmessung in beiden Fallen zur Anwendung kam, da 
andere Methoden zur Bestimmung der Konstanten sicher genauere 
Werte geben kénnen. 


B. Uber die Aldehydnatur der Saccharase. 
I. Altere Beobachtungen. 

Ks ist eine alte Anschauung, daf in den Enzymen Aldehyd- 
gruppen vorkommen sollten. Teils ist esja sicher, daB Aldehyde bei 
Vorgiingen in lebenden Zellen eine grofe Rolle spielen, und teils 
hat man aus Inaktivierungsversuchen und dergleichen auf die An- 
wesenheit von Aldehydgruppen in gewissen Enzymen geschlossen. 
So hat Loew’), der durch die Termostabilitat der Enzyme zur 
Annahme von Aldehyd- und Amingruppen gefiihrt wurde, ge- 
funden, daB Amylase von gewissen Aldehydreagenzien inaktiviert 
wurde. Die umfassenden Untersuchungen von Rona und Mit- 
arbeitern iiber die Vergiftung durch Alkaloide sind auch hier 
von gréBtem Interesse. (Siehe 8S. 167.) 

Durch die Untersuchungen von Euler und Svanberg iiber 
die Vergiftungsreaktionen der Saccharase haben diese Anschau- 
ungen eine Stiitze bekommen. Die Zusammenfassung ihrer Resul- 
tate ist, daB die Reaktion zwischen Saccharase und Anilin (und 
dessen Derivate) ein Dissoziationsgleichgewicht ist, das analog dem 
zwischen Amin und einem Aldehyd ist. Es wurde gefunden, dab 
p-Toluidin, das die Saccharase stirker als Anilin vergiftet, auch 
eine gréBere Affinitit zu Formaldehyd besitzt und weiter, daB o- 
Aminobenzoesiure, die kaum Saccharase inaktiviert, auch in ziem- 
lich konzentrierten Lésungen mit Formaldehyd kein Niederschlag 
von der entsprechenden Schiffbase gab.”) Die Inaktivierung tritt 
augenblicklich ein und ist von der Substratkonzentration un- 
abhiingig. Kine kleine Regeneration kann durch gewisse Aldehyde 
erzielt werden. Die Versuche von Euler und Svanberg machen 
eine Aldehydgruppe in dem Saccharasemolekiil wabrscheinlich, 


1) Loew, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 37, S. 101 (1888). 
2) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, 8. 29 (1921). 
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aber die Verfasser lassen die Frage offen, ob die Vergiftung 
dadurch zustande kommt, daB die fiir die enzymatische Spaltung 
notwendige Bindung des Substrats verhindert wird. 

Die groBe Bedeutung der Aciditit fir die Aminvergiftung 
war Kuler und Svanberg entgangen. Sie wurde von Rona 
und Bloch entdeckt+) und weiter von Kuler und mir studiert?), 
und ich konnte spiater zeigen, daB die Amininaktivierung sich 
ziemlich gut unter der Annahme berechnen libt, daB nur die 
freie Aminbase, nicht das Salz, an das Enzym gebunden wird.*) 
Wie ich schon friiher angedeutet habe, geben meine neuen Werte 
der Dissoziationskonstanten der aromatischen Amine in diesem 
Falle noch bessere Ubereinstimmung. Um aus den Zahlen von 
Euler und Svanberg‘) richtige Werte von den Dissoziations- 
konstanten der Saccharase-Aminverbindungen zu erhalten, ist es 
notwendig, die Aminkonzentration auf Konzentration von freier 
Base umzurechnen. Ich habe fiir einige Amine diese Rechnung 
ausgefiihrt, und dabei eine bemerkenswerte Regelmibigkeit ge- 
funden. Ich fasse die Resultate in folgender Tabelle zusammen: 























mg Base : Konz. | & = | Dissk. A 
in ‘60 ecm _ a der freien z ‘o | 4. Amin- log K 
" Konz. Konst. > 5 | Enzyn- 
Pu=4,9 Base mo verb. 
5mg Anilin | 9-107‘ 10—*48 | 4,9-107* | 24 1,5-10~* | —3,82 
5 mg o-Tolui-|7,8-10~4| 10-%5? |4,5-10-+] 37 | 2,6-10-4 | —3,59 
din 
7,5 mg p-To-{11,7-10—-4{ 10—-% | 3,1-10—4 ] 13,5 | 0,5-10-* | —4,3 
~— 1,5-10—-4 | —3,82 
5mg Xylidin]6,9-10~*] 10—%'9 | 2,3-107* | 38,5 
5mg o-Ani-|6,8-10-4] 107%? |4,3-10-4 | 35,5 | 2,4-107* | —3,62 
sidin 
2,6 mg p-Ani- | 3,5-10~*] 10—®%7? 10,6-10~* | 35 0,32-10~ 4} —4,5 
sidin 
2,6mg p-Clor-|3,4-10-4] 10-4 ]2.8.10-4] 88 | 21-10-* | —2,68 
anilin 
24mg !29-10-*] 10-4 |29.1074! 96 | 68-10-* | —2,17 
m-Nitranilin 





1) Rona und Bloch, Biochem. Zs. Bd. 118, S$. 185 (1921). 
*) Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 125, S. 297 (1923). 




















*) Myrbick, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi osv. Bd. 8, Nr. 32 (1923). 


*) Fermentforschung Bd. 4, 8. 43 (1921). 
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In der Fig.12 habe ich die Dissoziationskonstanten der 
Amin-Enzymverbindung K als Funktion der elektrolytischen 
Dissoziationskonstante des in Frage kommenden Amins X, 
veranschaulicht. Wir sehen, daB zwischen den beiden GréBen 
ein deutlicher Zusammenhang existiert, so daB die starksten 
Basen unter den Aminen auch am kriftigsten das Knzym 
bindet. Bindet nun die Saccharase den Amin durch eine 
Aldehydgruppe, konnte es eigentiimlich erscheinen, daB die 
Stirke der Base fiir die Reaktion 

R,CHO + H,NR, ==> R, CH = NR, 
bestimmend sein sollte. 
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Fig. 12. 


Vielmehr schien es mir, als kénnte man diese Beziehung 
als ein Beweis dafiir anfiihren, daB die Reaktion zwischen 
Saccharase und einem Amin irgendeine Salzbildung zwischen 
Base und Saure sein muB. 

Da die Frage, ob eine Aldehydgruppe im Saccharase- 
molekiil vorkommt, insofern erhebliches Interesse erweckt, als 
diese Gruppe wohl die einzige ist, von der man bisher auf 
Grund moderner Versuche hat mit einiger Sicherheit behaupten 
kénnen, da8 sie wirklich dem Enzym gehort, habe ich es an- 
gezeigt erachtet, die Reaktion naher zu untersuchen. 


II. Saccharase und Anilin. 


Die Anilinvergiftung. 
Wenn nichts anderes gesagt wird, sind die Versuche mit 
der friiher angegebenen Inversionsmischung ausgefihrt. Als 











ipvgraiuiides\: 2, Raine ee ec 
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kann. 





Rolle spielt. 


b= Nog 242 


If = 150. 


R+L 
t D+L 


Versuch 87. 


1,2 


t 





Puffer dienten Acetat—Essigsiuregemische. 
jeder Probe wurde elektrometrisch gemessen. 
25°. Saccharasepraparate aus Unterhefe H. 
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aoe 
R+L 


Ohne Anilin. 





Die Aziditait in 
Inversion bei 


Ks ist leicht, sich davon zu iiberzeugen, daB fiir die Amin- 
vergiftung der Reinheitsgrad des Enzyms keine nennenswerte 
Schon aus einem Vergleich zwischen meinen 
Versuchen und denen von Euler und Svanberg geht dies 
hervor. Weiter sind die Dissoziationskonstanten der Saccha- 
rase—Aminverbindungen so groB, daf die in Frage kommenden 
Aminkonzentrationen >0,0001 n. sind. Schitzen wir die mole- 
kulare Konzentration der Saccharase zu etwa 10~® (Héchst- 
wert siehe oben), sehen wir, da8 sogar unter der unwahrschein- 
lichen Annahme, da8 Verunreinigungen in der Enzymlésung 
| zehnmal so viel Amin binden, wie das Enzym, die gebundene 
Aminmenge nur etwa 10°/, von der anwesenden ausmacht. 
Die Folge davon mu sein, da8 ich, trotzdem mein Enzym- 
praparat sicher nicht rein ist, die Berechnung von Dissoziations- 
konstanten usw. fiir das reine KEnzym recht genau durchfihren 


In simtlichen Versuchen ist die Reaktionskonstante = 

















Punkte x). 




















PH t D k ° 104 ky’ 10* keel. 

2,96 10 2,20 288 
20 1,10 298 293 89 

4,15 10 2,05 326 
20 0,89 332 329 100 

5,49 10 2.15 300 
20 1,01 310 305 93 

6,49 15 2,25 183 
31 1,07 195 189 57,5 


‘Die Punkte fallen gut mit der p,-Kurve zusammen (Fig. 13, 
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In der Fig.12 habe ich die Dissoziationskonstanten der 
Amin-Enzymverbindung X als Funktion der elektrolytischen 
Dissoziationskonstante des in Frage kommenden Amins XK, 
veranschaulicht. Wir sehen, daB zwischen den beiden GréBen 
ein deutlicher Zusammenhang existiert, so daB die starksten 
Basen unter den Aminen auch am kriftigsten das KEnzym 
bindet. Bindet nun die Saccharase den Amin durch eine 
Aldehydgruppe, konnte es eigentiimlich erscheinen, daB die 
Starke der Base fiir die Reaktion 

R, CHO + H,NR, => R,CH = NR, 


bestimmend sein sollte. 
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Vielmehr schien es mir, als kénnte man diese Beziehung 
als ei Beweis dafiir anfiihren, daB die Reaktion zwischen 
Saccharase und einem Amin irgendeine Salzbildung zwischen 
Base und Saure sein muB. 

Da die Frage, ob eine Aldehydgruppe im Saccharase- 
molekiil vorkommt, insofern erhebliches Interesse erweckt, als 
diese Gruppe wohl die einzige ist, von der man bisher auf 
(Grund moderner Versuche hat mit einiger Sicherheit behaupten 
kénnen, daB sie wirklich dem Enzym gehort, habe ich es an- 
gezeigt erachtet, die Reaktion niher zu untersuchen. 


II. Saccharase und Anilin. 


Die Anilinvergiftung. 
Wenn nichts anderes gesagt wird, sind die Versuche mit 
der friiher angegebenen Inversionsmischung ausgefiihrt. Als 
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Puffer dienten Acetat—Essigsiuregemische. Die Aziditit in 
jeder Probe wurde elektrometrisch gemessen. Inversion bei 
25°. Saccharasepriparate aus Unterhefe /. 


If = 150. 


Ks ist leicht, sich davon zu iiberzeugen, daB fiir die Amin- 
vergiftung der Reinheitsgrad des Enzyms keine nennenswerte 
Rolle spielt. Schon aus einem Vergleich zwischen meinen 
Versuchen und denen von Euler und Svanberg geht dies 
hervor. Weiter sind die Dissoziationskonstanten der Saccha- 
rase—Aminverbindungen so groB, daf die in Frage kommenden 
Aminkonzentrationen >0,0001 n. sind. Schitzen wir die mole. 
kulare Konzentration der Saccharase zu etwa 107° (Hochst- 
wert siehe oben), sehen wir, da8 sogar unter der unwahrschein- 
lichen Annahme, dab Verunreinigungen in der Enzymlésung 
zehnmal so viel Amin binden, wie das Enzym, die gebundene 
Aminmenge nur etwa 10°/, von der anwesenden ausmacht. 
Die Folge davon muB sein, daB ich, trotzdem mein Enzym- 
praparat sicher nicht rein ist, die Berechnung von Dissoziations- 
konstanten usw. fiir das reine Enzym recht genau durchfiihren 
kann. 

In saimtlichen Versuchen ist die Reaktionskonstante = 


Reb . 142 R<D 


1 
ek tet ei aa ee 


Versuch 87. Ohne Anilin. 











Pu t D k +104 Ke yp 104 hen 

2,96 10 2,20 288 
20 1,10 298 293 89 

4,15 10 2,05 326 
20 0,89 332 329 100 

5,49 10 2,15 300 
20 1,01 310 305 93 

6,49 15 2,25 183 
31 1,07 195 189 57,5 

















Die Punkte fallen gut mit der p,-Kurve zusammen (Fig. 13, 
Punkte x). 
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266 Karl Myrbick, 
Versuch 88. 0,0001 n-Anilin. 
Pr t D k+104 kyy* 10* keel, 
Ohne Amin 2 6} ois 330 333 100 
26 0,33 336 
8,37 12 1,94 295 
26 0,56 301 298 90 
414 12 1,93 297 
26 0,56 301 299 90 
4,93 15 1,68 282 
33 0,20 282 282 85 
9,32 18 1,49 266 
40 — 0,02 260 263 79 
Versuch 89. 0,0002 n-Anilin. 
Ohne Anilin 12 1,68 354 
25 0,31 354 354 100 
2,65 25 0,65 300 
50 —0,62 (316) 300 85 
2,65 16 1,43 309 
35 —0,05 301 305 86 
8,25 14 1,67 305 
31 0,14 309 307 87 
4,15 13 1,89 282 
26 0,67 286 284 80 
4,86 14 1,98 245 
31 0,59 249 247 70 
5,61 16 2,00 212 
35 0,54 224 218 61 
6,67 24 2,26 113 
50 1,2 112 113 32 
7,67 31 3,23 15 
60 3,05 14 15 4 
Versuch 90. 0,0002 n-Anilin. 
Ohne Gift 6 2,38 403 
20 0,49 405 404 100 
3,60 20 0,84 341 
28 Q,15 341 341 85 
4,47 8 2,37 307 
20 1,12 294 
28 0,35 309 308 75 
4,88 24 0,82 287 
36 — 0,02 289 288 771 
5,61 15 1,99 227 
45 0,01 229 228 56 
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Versuch 91. 
(Ohne Amin: k=333-10~4. 


0,0006 n-Anilin. 


Siehe Versuch 88.) 





Pu Y 
2,70 25 
34 
3,37 20 
34 
4,14 25 
41 
5,32 25 
50 
6,61 36,5 
75 
Versuch 92. 
2,70 20 
30 
3,37 16 
30 
414 20 
50 
5,32 27 
60 
6,61 50 
Versuch 93. 
2,69 30,5 
50 
2,92 30,5 
50 
3,37 85 
60 
4,14 50 
82 
Versuch 94. 
3,10 32 
64 
3,11 82 
64 
3,38 32 
64 
415 32 
64 


























D 


0,85 
0,18 


1,30 
0,25 
1,38 
0,30 
2,05 
1,02 


2,58 


1,87 


1,50 
0,62 


2,20 
1,25 


2,49 
1,23 
2,74 
1,87 
2.65 


0,99 
—0,12 
1,09 
— 0,05 
1,61 
0,45 
211 
1,25 


0,008 n-Anilin.Ohne 


1,90 
0,40 
2,07 
0,80 
2,55 
1,68 


2,94 


2,52 





0,002 n-Anilin. 





0,004 n-Anilin. 








k+10* 


271 
277 
267 
267 
204 
194 
130 
124 

57 

51 


Ohne Gift k=333-10~. 


238 
252 
180 
183 
108 
111 


58 
62 


36 


Ohne Gift k=333-107* 


206 
218 


196 
210 
121 
135 
62 
66 


114 
132 


100 
108 
64 
66 
35 
33 














Ieyy* 108 


245 


182 


110 


60 
36 


212 


203 


128 


64 


Gift k=333-10~*. 


123 


104 


65 


34 














16 


19 


10 
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Die, Versuche sind in der Fig. 13 zusammengefaBt. Aus 
den gestrichelten Kurven, welche die Aktivitit als Funktion 
der totalen Aminkonzentration angeben, sieht man den groBen 
Kinflub der Aciditit, der friiher von mir gefunden wurde. 
Ich habe nun in jedem Falle die Konzentration der freien 
Base berechnet und die Aktivitit als Funktion davon an- 
gegeben. (Diese Berechnung fuBt natiirlich auch darauf, daB 
die vom Enzym gebundene Aminmenge stets verschwindend 





190 ee 


Relative Ak/ivitat 














Fig. 13. 


klein ist.) Die ausgezogenen Kurven stellen also’ die wahren 
Gleichgewichte zwischen Saccharase und Anilin dar und sind 
auf folgende Weise gewonnen. 
In der Formel 
[OH] [4A —2] 
[a] 





= 1()—9,48 


bedeuten 
A die totale Aminkonzentration, 
x die Menge freier Base, 
A—«x also die Menge, Aminion, 
10— *** ist die Dissoziationskonstante des Anilins. 
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Fur x wurden die Werte 
0,0001, 0,0002, 0,0004, 0,001 
eingesetzt und [OH] unter Anwendung der bei den Vergif- 


tungsversuchen vorkommenden 4-Werte ausgerechnet. OH wurde 
auf p,, umgerechnet. Ich erhalte dann folgende Tabelle: 





1} 














x | 0,0001 0,0002 0,0004 0,001 

Pr Pu Pu Pu 

A=0,0001 > 6 _ ‘ai sis 
0,0002 4,42 > 6 _ _ 
0,0006 | 3,68 4,12 4,68 — 
0,002 3,10 3,46 3,82 4,56 
0,004 2,83 3,14 3,46 4,06 
0,008 2,52 2,83 3,14 3,46 


Wir stellen zuerst fest, daB die Vergiftungskurven mit 
der p,,-Aktivititskurve vollig gleichformig sind. (Nehmen wir 
irgendeine der Vergiftungskurven und setzen die maximale 
Aktivitit, bei p,,=4,5 gleich 100, so erhalten wir mit der p,- 
Aktivitatskurve identische Kurven.) Dies bedeutet: 

daB die Saccharase, sei sie undissoziiert oder 
als Base oder Sa&ure dissoziiert, bei jeder Aciditit 
Amine gleich stark bindet; 

d.h. die Gruppe, die mit der Amingruppe reagiert, 
verindert sich nicht mit der Aciditat (wenigstens 
nicht in dem untersuchten Gebiete). 

Haben wir dies festgestellt, so faillt die Méglichkeit, daB 
irgendeine Salzbildung mit der Aminbase die Ursache der 
Vergiftung sein kann. Die friiher besprochene Abhiangigkeit 
der Giftstiirke der einzelnen Amine von ihrer Basenstirke muB 
also anders gedeutet werden. 


Die Reversibilitit. 

Euler und Svanberg stellten fest, daB die Aminvergif- 
tung keinen zeitlichen Verlauf zeigt. Dies wird durch meine 
Versuche viéllig bestiatigt. Aus diesem Umstande und aus Ver- 
suchen, wo eine zwar kleine, aber doch meSbare Regeneration 
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durch Aceton und Benzaldehyd gefunden wurde, schlossen 
Euler und Svanberg, daB die Aminvergiftung eine stéchio- 
metrische Reaktion ist, und nicht etwa eine katalytisch be- 
schleunigte Zerstérung des Enzyms. 

Nachdem nun der Einflu8 der Aciditit. gefunden worden 
ist, ist es méglich, die Reversibilitat der Aminverbindung besser 


festzustellen. 
Versuch 95. 


In zwei Kolben wurde folgende Mischung wihrend 10 Min. 
bei 25° gehalten. 
Enzym (k = 333-107). 
0,5 cem Puffer. py, = 6,6. 
5ecem Anilin 0,01 n. 
Wasser zu 40 ecm. 
Bei dieser Aciditit betrigt die Vergiftung etwa 90°/,. 
In Kolben 1 wurde nun eine Liésung von 5g Zucker in 
Essigsiure zu 10 ccm gegossen, und in Kolben 2: 5g Zucker 
in 10ccm Acetatgemisch. 


Inversion wie gewohnlich bei 25°. 














Kolben 1. py = 3. Kolben 2. py = 5,4. 
t D k+10* Ke). t D k +104 kel. 
20 | 1,45 245 - 20 2,60 95 - 
40 | 0,07 248 40 1,82 99 




















Wir finden, daB sich das den neuen Aciditaten ent- 
sprechende Gleichgewicht sofort eingestellt hat. Die relative 
Aktivitit 75 im 1. Versuche entspricht véllig die Inaktivierung, 
die durch 0,001 n-Anilin bei p,, = 3 verursacht wird, und wir 
schlieBen: 

Die Inaktivierung der Saccharase durch Anilin 
ist véllig reversibel. 





Ist nun die Reaktion zwischen Saccharase und Anilin 
eine Reaktion zwischen Aldehyd und Amin nach Schiff, so 
ist es, wie Euler und Svanberg hervorgehoben haben, von 
erdéBtem Interesse, die eventuelle Regeneration durch Aldehyde 
zu studieren. 
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Ich habe mit mehreren Aldehyden und Ketonen Regene- 
rationsversuche ausgefiihrt und gefunden, daB wenigstens die 
meisten Aldehyde so grofe Affinititen zu den Aminen besitzen, 
daB sie die Vergiftung ausgesprochen vermindern. 


Wie bei den oben in dieser Abhandlung behandelten 
Giften kann diese Kigenschaft gewisser Stoffe, die Knzym- 
vergiftung teilweise aufzuheben, dazu benutzt werden, die Affi- 
nitit des in Frage kommenden Stoffes zu dem Gifte zu be- 
rechnen. In diesem Falle haben wir z. B. das System 


H-Ionen 
Aldehyd 7 Amin.?) 
Knzym 


Das Gleichgewicht H’-Amin kann aus der Basenstiirke 
des Amins berechnet werden, und iiber das Gleichgewicht 
Enzym—Amin geben die Vergiftungsversuche AufschluB. Es 
ist somit aus den Regenerierungsversuchen méglich, die Affinitit 
Aldehyd—Amin zu berechnen.”) Ich habe einige diesbeziigliche 
Berechnungen ausgefiihrt, fiihre sie aber erst spiter an. Hier 
sel nur angemerkt, daB mit Aldehyden (Formaldehyd, Acet- 
aldehyd, Glycerinaldehyd, Benzaldehyd, Salicylaldehyd) eine 
starke Regeneration erzielt werden kann. Ausgesprochen 
schwicher wirken Ketone (Aceton, Dioxyaceton). Ks ist auf- 
fallend, daB diese Regel auch fiir die Affinitit der Amine zu 
Aldehyd- und Ketozucker gilt, wie neulich von Euler und 
Josephson festgestellt wurde.*) 

Es liegen somit alle Griinde vor, sich der Anschauung 
von Kuler und Svanberg anzuschlieBen, daS die Inaktivie- 


1) Die Aldehydkonzentration wird so klein gewiihit, da das Gleich- 
gewicht Enzym-Aldehyd belanglos wird, doch kann man, wie ich spiter 
zeigen werde, die eventuelle Inaktivierung des Enzyms durch den Aldehyd 
in der Berechnung auch behandeln. 

®) Diese Berechnung ist ausfiihrbar unter der Voraussetzung, daB 
die Schiffsche Base in Lésung bleibt. 

3) Euler u. Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bad. 9, 
Nr. 25 (1925); Euler u. Josephson, Diese Zs, Bd. 152, S. 31 (1926); 
Bd. 153, S. 1 (1926). 
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rung der: Saccharase durch Anilin (und dessen Derivate) ein 
durch das Gesetz der Massenwirkung bestimmtes Gleichgewicht 
darsteilt. 

Einflu8 der Substratkonzentration. 


Durch Vergiftungsversuche bei verschiedenen Substrat- 
konzentrationen ist es médglich zu bestimmen, ob die Ein- 
wirkung des Giftes auf das freie Enzym (eines seiner [onen) 
oder auf die Enzymsubstratverbindung oder ihre lonen erfolgt. 
Nach Euler und Svanberg!?) ist die Anilinvergiftung bei 
allen Substratkonzentrationen dieselbe. Da dieser Punkt von 
Wichtigkeit ist, habe ich einige neue Versuche angestellt. 


Versuch 96. 


Ich fasse die Resultate in einer Tabelle zusammen. Die Anfangs- 
geschwindigkeiter sind den Kurven: Drehungsinderung-Zeit entnommen. 
Po = 4,15. 0,0006 n-Anilin. 








konzen- 


0.116 


0,292 




















58 


Substrat- - Ohne Anilin Mit Anilin Rel 
ith - el. 
Zeit om E | Drehungsiinde- Zeit | Drehungsinde-} Aktivitit | 
tration | Min. | tai rehang | rang Pro maandl a. | Drehung, saws i: anual | 
0 | 0,67 0 | o67 | 
2 0,45 3 0,46 | 
4 0,29 9 | O15 
6 0,15 0,100 10 0,08 0,064 64 
0 | 1,33 0 | 1,88 
2 | 1,06 3 | 1,05 
4 | 0,82 6 | 0,90 
6 0,68 | 0,135 10 | 0,71 0,086 64 

0 | 8,44 0 | 3,44 
3 | 2,97 4 | 3,07 
6 | 2,60 gs | 2.85 

10 | 2,15 0,144 11 | 2,60 0,090 62,5 
0 6,88 0 6,88 
4 | 6,31 8 | 6,24 
8 5,88 11 6,04 

11 5,60 0,148 16 9,85 0,097 65,9 




















Die Angabe von Euler und Svanberg wird villig be- 
stiitigt. Ich schlieBe: 

1. Da die Bindung des Zuckers an das Enzym keinen 
EinfluB auf die Bindung des Amins an demselben Enzym- 





') Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, S. 29 (1921). 
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molekiil ausiibt, so hat die aminbindende Gruppe (die Aldehyd- 
gruppe) nichts mit der Bindung des Zuckers zu tun. 

2. Das Enzym und dessen Substratverbindung binden 
beide, und so genau die Versuche es zeigen kiénnen, mit der- 
selben Affinitit der Amin. 

3. Die Giftwirkung der Amine beruht also nicht auf der 
verhinderten Bildung der Enzymsubstratverbindung, sondern 
darauf, daB die Amin—Knzym—Zuckerverbindung nicht zerfillt. 

Wir sind nun in der Lage, die Dissoziationskonstante: 
Knzym—Anilin: A berechnen zu kénnen: Aus der Fig. 18 
nehme ich folgende Tabelle. 


Totale Enzymkonzentration = 100. 























Konzentration |RelativeKonzentration] —,- 404 
von O,H;NH, von freiem Enzym 
0 100 
0,0001 16 3,2 
0,0002 61 3,1 
0,0004 46 3.4 
0,001 26 3.5 








te ‘va = o—~¢ 
A sitte: = 3,3°10™,. 





Ill. Sehiffbasenbildung und Aciditiit. 
Ks gilt nun zunichst festzustellen, wie die Bildung der 


Schiffschen Basen von der Aciditaét abhingt. 

Nach Euler und Svanberg!?) geht in saurer Lésung 
das Gleichgewicht 

[Aldehyd]- [Amin | _—s [Aldehyd] - [lon des Amins] 

[Schiffsche Base] (Ion der Schiffschen Base] 

Ist dies richtig, und ist die Anilinvergiftung der Saccharase 
eine Bildung der Schiffbase, so mu8, wenn man Enzym und 
Anilin in neutraler Liésung mischt und darauf die Mischung 
ansiuert, das Knzym nicht oder nur teilweise freigemacht 
werden. Wie wir aus dem Versuche 95 gesehen haben, wird 
aber ebenso viel Enzym in Freiheit gesetzt, als man aus der 
neuen Aciditiit berechnet. 

Gibt es nun aber in verdiinnter wiBriger Lésung ein Gleich- 
gewicht Aldehyd-+ Aminion = Jon der Schiffbase? 








) Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, S. 29 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVIII. 18 
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Was man von der Basennatur der sogen. Schiffbasen 
weiB, ist, daB sie z. B. in Ather mit trockenem Chlorwasser- 
stoff Salze geben; iiber das Gleichgewicht in Wasser ist nichts 
bekannt. Allerdings kann man aus einigen Literaturangaben 
etwas schlieBen. So ist es bekannt, daB sich die Schiffbasen 
mit Mineralsiuren zersetzen. Auch wird angegeben, daB die 
aus Ather erhaltenen Salze mit Wasser zerfallen. Ich habe 
dies nachgeprift. Kin aus Ather gewonnenes Chlorhydrat des 
Benzalalanins gab mit einigen Kubikzentimetern Wasser augen- 
blicklich groBe Tropfen von Benzaldehyd. Das von Euler 
und Svanberg besprochene Gleichgewicht in saurer Lésung 
ist also wenigstens sehr weit nach links verschoben. Folgender 
Versuch, der mit der Svanbergschen Methodik angestellt 
wurde, stiitzt auch diese Auffassung. Eine 0,01 n-Lésung von 
Benzaldehyd in Wasser wurde mit demselben Volumen 0,05 n- 
Anilinlésung gemischt. Der weifBe Niederschlag von Benzal- 
alanin trat unmittelbar auf und der Geruch von Benzaldehyd 
verschwand. Nun wurde die Fliissigkeit mit Essigsiure zu 
P,; = etwa 4 gebracht. Der Niederschlag léste sich, aber ein 
kriftiger Geruch nach Benzaldehyd trat auf. Der Versuch 
zeigt, daB schon bei dieser Aciditaét, die geringer ist als die 
oft bei Vergiftungsversuchen vorkommende, das Benzalalanin 
weitgehend gespalten ist. 

Wir diirfen behaupten: 

Nur die freie Anilinbase bindet in wi&Briger 
Lésung Aldehyde zu Schiffbasen: in schwach saurer 
Lésung verteilt sich das Amin zwischen Siure und 
Aldehyd.') 

In dieser Hinsicht ist die Ubereinstimmung zwischen Amin- 
vergiftung der Saccharase und Schiffbasenbildung vollstindig. 


IV. Saecharase und substituierte Aniline. 
Durch Euler und Svanberg wurde festgestellt, dab 
Substitution in der Aminogruppe des Anilins die Bindung an 
Saccharase verhindert. Dies ist in bester Ubereinstimmung 





1) Vgl. Harald Hammarsten, Sy. Vet. Akad. Arkiv for Kemi 
Bd. 8, Nr. 16 (1922). 
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mit dem Verhalten bei der Bildung der Schiffbasen. Die 
untersuchten, im Kern substituierten aromatischen Amine da- 
gegen waren mehr oder weniger starke Gifte. (Vgl. Fig. 12.) 
Ks bleibt nun zu untersuchen, wie die Kurve in Fig. 12 zu 
erklaren ist und ob 4hnliche Verhiltnisse bei Bindung des 
betreffenden Amins zu einem bekannten Aldehyd existieren. 


Saccharase und p-Toluidin. 
Die Versuche sind, wie beim Anilin beschrieben ist, ausgefiihrt. 
Versuch 97. Ohne p-Toluidin. 
































Pu é D k ky + 10° Keel, 
2,5 10 2,40 237 
20 1,45 245 241 15 
3,00 10 2,21 285 
20 1,25 281 283 87 
4,17 10 2,05 326 
20 0,96 320 323 100 
Versuch 98. 0,000096 n-p-Toluidin. 
4,06 12 1,95 293 
21 0,99 299 296 92 
4,84 12 2,06 269 
21 1,15 275 272 84 
5,32 12 2,15 250 
21 1,39 242 246 16 
6,20 45 1,09 133 
15 —0,05 141 137 42,5 
6,65 45 1,70 93 
105 0,04 99 96 30 
Versuch 99. 0,00048 n-p-Toluidin. 
2,79 10 2.30 263 
20 1,36 258 261 80,5 
8,44 10 2,21 285 
20 1,16 289 287 89 
4,08 10 2,45 225 
20 1,50 237 231 72 
4,71 10 2,74 158 
20 2,00 170 164 dl 
5,80 45 1,75 90 
75 0,75 96 93 29 
6,20 45 2,15 67 
105 0,55 65 66 20 
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; Versuch 100. 0,00096 n-p-Toluidin. 
















































































Pu t D k Ky, + 10* Keel, 
2,65 8 2,60 238 
16 1,76 252 245 76 
8,37 8 2,58 244 
16 1,75 253 249 71 
4,15 10 2,76 167 
20 2,00 169 168 52 
5,25 15 2,90 80 
33 2,20 88 84 255 
Versuch 101. 0,00252 n-p-Toluidin. 
Ohne Gift 10 2,15 300 
22 0,95 294 297 100 
2,94 12 2,27 225 
30,5 0,80 227 226 76 
3,38 12 2,50 179 
30,5 1,11 193 186 63 
4,15 18 2,58 115 
42 1,40 119 117 40 
4,95 30 2,68 57 
60 2,00 57 ay 19 
Versuch 102. 0,0063 n-p Toluidin. 
2,75 20 1,58 226 
40 0,26 226 226 76 
3,24 20 2,15 150 
40 0,94 160 155 52 
3,41 25 2,26 109 
50 1,04 123 116 39 
4,16 36 2,63 51 
13 1,72 57 54 18 
Versuch 103. 0,0102 n-p-Toluidin. 
2,75 25 1,68 169 
50 0,40 169 169 57 
3,25 25 2,24 111 
50 1,20 113 112 37 
8,56 36 2,28 74 
73 1,17 78 76 26 
Wie bei den Versuchen mit Anilin habe ich diese Ver- 
giftungsversuche mit p-Toluidin in einer Figur zusammen- 
gefaBt (Fig. 14). Die gestrichelten Kurven sind die aus den 
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Versuchen direkt gewonnenen, die ausgezogenen beziehen sich 
auf konstante Menge von CH,—C,H,-NH, und entsprechen 
von oben gerechnet 0,000096 und 0,00048 n. Das Resultat 
ist wie oben, daB die Bindung der freien Aminbase von der 
Aciditat unabhingig ist. Die Dissoziationskonstante: 
Saccharase—Paratoluidin berechnen wir aus den 
2 Kurven zu 


2,0-10-* und 2,2-1074 oder im Mittel 2,1-107%. 





~ 
Ss 
8 


RelativeAktivitat 
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In voller Ubereinstimmung mit dem Befunde von Euler 
und Svanberg finde ich die Affinitét zwischen p-Toluidin und 
Saccharase etwas gréBer als die zwischen Anilin und Saccharase. 


Saccharase und m-Toluidin. 


Versuch 104. pg= 4,15. 


























Aminkonzentration t D k-10* ky, °10* keel, 
om 15 1,93 237 

30 0,80 231 234 100 
0,0011 15 3,02 61 

30 2.72 55 58 25 

0,0027 30 3.08 26 26 11 
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Unter Anwendung des von mir bestimmten Wertes der 
Dissoziationskonstante des m-Toluidins berechnen wir die Kon- 
zentration der freien Base in den 2 Versuchen zu 0,00029 und 
0,00070 n. Daraus berechne ich die Dissoziationskonstante 
(Mittel) 

K:Saccharase—Metatoluidin = 0,00009. 

Diese Versuche, die durch mehrere andere (vgl. spatere 
Versuche) gestiitzt sind, zeigen also, daB die Afffnitat Saccha- 
rase—Metatoluidin gréBer ist als die Affinitat Saccharase— 
Paratoluidin. Nun ist das m-Toluidin als Base schwicher 
als das p-Toluidin und wir haben hier die erste Abweichung 
von der aus Svanbergs Versuchen berechnete Kurve (Fig. 12). 


Saccharase und o-Toluidin. 
Versuch 105. 0,0014 n. o-Toluidin (4 = 291-10~‘*). 




















Pu t D i+ 104 ke +104 Tens 
2,91 27 1,10 220 

61 — 0,60 236 228 78 
8,38 27 1,26 202 

61 — 0,45 214 208 72 
4,14 27 1,73 152 

72 — 0,39 176 164 56 
5,82 33 1,99 108 

72 0,45 117 110 38 
6,60 51,5 2,60 36 

90 2,13 34 35 12 


Versuch 106. 0,0056 n. o-Toluidin. 


3,06 15 2,46 149 
41 0,96 155 152 52 

3,40 20 2,45 113 
53 1,14 111 112 39 

4,14 25 2,77 60 
70 1,61 64 62 21 

4,95 35 2,85 38 
94 1,85 40 39 13 

5,30 45 2,68 38 
108 1,80 36 37 12 

6,25 56 2,83 24 
117 2,40 22 23 8 
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Inaktivierungskurven in Fig. 15. 


Unter Anwendung des von mir gemessenen Wertes der 
Dissoziationskonstante der Base kénnen wir aus der Vergiftung 
bei beliebiger Aciditaét die Dissoziationskonstante K der Enzym- 
Aminverbindung berechnen. Aus der Formel S. 268 berechnen 
wir die Konzentration z der freien Base und setzen diesen 
Wert in die Formel 

Kw _[Base]-[Aktives Enzym] 
(Inaktiviertes Enzym| 





ein, und erhalten: (A, = elektrolytische Dissoziationskonstante 
der Aminbase; 2 = relative Ak- 
tivitit des Enzyms; 4 = Amin- 
konzentration) 


Ws wet 





S 










S$ 





ee A a ee ED 


Fiir die drei in der 
Fig. 15 mit Pfeilen § an- 


RelativeAklivitat 
2 











gegebenen Punkte habe ich X ‘. 
ausgerechnet und folgende 20 ~ % 
Werte bekommen. it 
K = 0,00056 3. %. S 6 
0,00059 Pry 
0,00051 Fig. 15. 


Mittel AK = 0,00055 
Diese Werte sind auch ein Beweis dafiir, daB mein Wert 
von A, richtig ist. 





Ich fasse die mit den 3 Toluidinen gewonnenen Ergeb- 
nisse zusammen: 
p-Toluidin K = 0,00021 
m-Toluidin KA = 0,00009 
o-Toluidin K = 0,00055. 


Im folgenden wird untersucht, inwieweit sich einige andere 
Anilinderivate analog verhalten. 
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Saccharase und p-Chloranilin. 
; Versuch 107. 0,008n-Amin. py = 4,15. 
t D k ° 104 ky ~ 104 kee. | : 
Ohne Gift . . . | 15 1,93 237 
30 0,78 235 234 100 
46 — 0,06 231 
MW ..s eS 2,35 167 
30 1,42 164 167 71,5 
46 0,56 169 
Aus diesem Versuch berechne ich nach der obigen Forme): 
K = 0,014. 


Saccharase und m-Chloranilin. 
Versuch 108. 0,0016n. m-Chloranilin. 
































t D ke 10+ ky 10+ Keel. 
Ohne Gift . . . 6 ) 2,67 9900 a 
13 1,90 280 285 100 
Pu = 2,60 10 2,56 200 
25 1,40 201 201 71 
3,32 10 2,60 188 
25 1,50 190 189 67 
4,15 10 2,58 194 
25 1,49 193 194 68 
5,33 10 2,67 174 
25 1,63 175 175 62 
5,61 15 2,45 150 
40 0,95 160 155 55 
6,63 25 2,66 70 
60 1,73 68 69 24 
Versuch 109. 0,0032 n. m-Chloranilin. 
Pu t D k +104 Ky ° 104 Kee. 
3,32 11 2,74 142 | 
25 1,89 146 144 51 
4,14 11 2,75 141 
25 1,91 145 143 50 
5,42 11 2,81 128 
25 2,00 136 132 47 
7,38 63 3,10 12 12 4 

















(Gestrichelte Kurven in Fig. 16.) 
Dissoziationskonstante: K:Saccharase-Metachloranilin = 0,0024. 
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Saccharase und o-Chloranilin. 


Versuch 110. 0,0133n. o-Chloranilin. 
(Ohne Gift i = 285-10~*.) 





PH t D k ° 104 ky : 10* ke. 
2.56 20 1,70 210 

47 0,32 190 200 71 
2.80 15 2,18 194 

33 0,98 192 193 68 
3.37 12 2.34 210 

26 1,32 204 207 73 
4,15 13 2.21 219 

26 1,23 213 216 76 
5,32 13 2,30 201 

26 1,32 203 202 11 
5,59 15 2,24 185 

33 1,08 183 184 65 
7,39 26 3,10 28 

70 2.61 26 27 9 

















(Ausgezogene Kurve in Fig. 15.) 
Dissoziationskonstante: K:Saccharase-Ortochloranilin = 0,039. 





400 


§ 2 8 


Relative Akhivitat 
8 














Aus der Fig. 16 ist ersichtlich, daB die Vergiftungskurven 
des m- bzw. des o-Chloranilins, auf Totalmenge Amin bezogen, 
flach verlaufen. Dies ist eine Folge davon, daB die erwihnten 
Amine so schwache Basen sind, daB ihre Salze in beinahe dem 
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ganzen: untersuchten Aciditatsbereich vollstiindig hydrolysiert 
sind. Die Vergiftungskurve des o-Chloranilins ist z. B. von 
Py = 3 ab als die Kurve der freien Base zu betrachten und 
verliuft auch so, wie ich friiher im Falle von starkeren Basen 
berechnet habe. Dies ist eine sehr starke Stiitze dafiir, daB 
meine Berechnungen dort richtig sind. 


Die Dissoziationskonstanten der Saccharase—Chloranilin- 
verbindungen sind: 


p-Chloranilin . ..... . K=0,014, 
m-Chloranilin . ..... . K=0,0024, 
o-Chloranilin ..... .. K=0,039. 


Wie bei den Toluidinen besitzt auch hier die m-Verbindung. 


die gréBte Affinitit zum Enzym. 


Saeccharase und p-Anisidin. 


Versuch 111. 
p-Anisidin wurde, als stirkste Base unter den zu beziehenden Anilin- 
derivaten in einem Versuch untersucht: 0,0008 n-Amin gab bei py = 4,57 
eine relative Aktivitit von 74,5. Aus meiner Formel berechnen wir die 
Dissoziationskonstante. 


K: Paraanisidin-Saccharase = 0,00052. 
Saccharase und die Bromaniline. 
Versuch 112. py = 4,57. 





























Amin t D k-10* | ky, - 10+ K vel. 

we 20 1,63 220 
40 0,36 216 218 100 

0,0116n. p-Brom. . . 20 2,11 155 
40 | 1,00 155 155 71 

00116 .° ... | 20 | 2,08 159 
42 0,90 157 158 72 

0,0023 n.m-Brom. . . 20 2,42 116 
40 1,42 124 120 55 

0,0116 n.0-Brom . . . 20 1,95 176 
42 0,73 171 174 80 
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Uber Verbindungen einiger Enzyme mit inaktivierenden Stoffen. I. 283 


Die Dissoziationskonstanten der Saccharase—Bromanilin- 
verbindungen sind: 


p-Bromanilin . ..... . K= 0,020, 
m-Bromanilin . .... . . K=0,0026, 
o-Bromanilin ...... . K=0,046. 


Die Metaverbindung hat auch hier die gré8te Affinitit 
zum Enzym. 


Saccharase und die Aminobenzoesiuren. 
Versuch 113. py = 4,57. (Ohne Gift 4 = 218 - 107+.) 




















t D i: ? 10* ky i 10? Kel. 
0,0146 n. p-Aminobenzoe- | 20 1,86 187 
siure . "em oe 4 42 0,61 183 185 $5 
0,0146 n. m-Aminobenzoe- | 20 | 2,85 66 
a a 42 2,20 68 67 30 
0,0146 n. o-Aminobenzoe- | 26 1,70 209 
es * & ee ee 42 0,35 207 208 93,5 
0,0121 n. p-Aminobenzoe- | 20 | 1,85 189 
saures Athyl . . . . | 40 | 0,62 191 190 87 
0,0132 n. o- Aminobenzoe- | 20 1,68 212 
saures Methyl. . . . 4 40 | 0,55 194 203 94 


Die Dissoziationskonstanten der Saccharaseverbindungen 
sind: 


p-Aminobenzoesiure . . .... . K= 0,082, 
m-Aminobenzoesiure . . . . . . . K = 0,0053, 
o-Aminobenzoesiure . ..... . K=0,81, 
p-Aminobenzoesaures Athyl . . . . K =0,092, 
o-Aminobenzoesaures Methyl . . . . K = 0,22. 


Alle diese Versuche iiber die Bindung der verschiedenen 
Anilinderivate an Saccharase haben gewisse RegelmaBigkeiten 
gezeigt. Um diese leichter zu zeigen, fasse ich die Versuche 
in einer Tabelle und einer Fig. 17 zusammen. 

(Damit die Figur nicht zu gro werde, habe ich die 
Logarithmen der Konstanten angegeben.) In der Figur 
bedeuten KX: die Dissoziationskonstante der Amin—Knzym- 
verbindung und XK, = die elektrolytische Dissoziationskonstante 
des Amins. 
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Dissoziations- 
rr konstante 
des Amins: 
log 
Anilin — 9,48 
p-Toluidin — 9,07 
m-Toluidin — 9,34 
o-Toluidin . — 9,54 
p-Chloranilin — 10,24 
m-Chloranilin — 10,60 
o-Chloranilin — 11,64 
p-Bromanilin . — 10,28 
m-Bromanilin — 10,68 
0-Bromanilin . — 11,68 
p-Aminobenzoesaure — 11,80 
m-Aminobenzoeséure . — 11,44 
o- Aminobenzoesiéure — 12,20 
p-Anisidin .. . — 8,74 
p-Aminobenz. Athy a 
o-Aminobenz. Methyl _- 
ter nee Toluidine 
ae) —-~ Chloraniline 
i ---— Bromaniline 
‘ - -- Aminobenzoesduren | 
-2| 
2h 
| 
Ts 6 a = 


Fig. 17. 


Wir finden: 


1. DaB, wie schon aus den Versuchen von Kuler und 
Svanberg ausgerechnet werden konnte, eine gewisse Abhingig- 


Dissoziations- 
konstante der 
Enzym—Amin- 
verbindung: 
log 











~2.- 














Yerbindung 


Fig. 18. 
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keit der Giftigkeit der Amine von ihrer Basenstiirke existiert. 
(Gestrichelte Kurse in Fig. 17.) 

2. DaB aber in simtlichen untersuchten Fallen unter den 
8 Isomeren jedes Anilinderivates dieselbe GesetzmiBigkeit 
hervortritt, daB die Metaverbindungen am stirksten inaktivi- 
zieren, danach folgen die para- und schlieBlich die Orto- 
verbindungen und zwar ist die Abstufung der Giftigkeit der 
3 Isomeren in allen Fallen etwa dieselbe. (Siehe Fig. 18.) 

3. Im Falle von den 3 Aminobenzoesiuren, wo die Meta- 
siure die stirkste Base ist, zeigt es sich, daB die Bindung der 
Saccharase mehr von der Konstitution abhingt, als von der 
elektrolytischen Dissoziationskonstante des Amins. 


VY. Die Gleichgewichte zwischen substituierten Anilinen und 
einfachen Aldehyden. 

Hs galt nun festzustellen, inwieweit die bei den Ver- 
giftungsversuchen gefundenen GesetzmiiBigkeiten bei den 
Reaktionen zwischen den Aminen und einfachen Aldehyden 
wieder gefunden werden konnten. Wegen der Schwerléslich- 
keit der Amine und noch mehr der Schiffbasen, ist, wie Euler 
und Svanberg hervorheben, die Bestimmung des Gleich- 
gewichts eine schwierige Aufgabe. Die von ihnen zur An- 
wendung gebrachte Methode?) ist anwendbar, wenn das Aldehyd 
ziemlich léslich und die Schiffbase weniger léslich ist. Bei 
Formaldehyd kann man z. B. ziemlich gute Werte bekommen. 

Ich habe dann versucht, durch Interferometermessungen 
das Gleichgewicht zu bestimmen?”), fand aber, daB die Ande- 
rung der Lichtbrechung beim Bilden der Schiffbasen so klein 
war, daB sie keine Berechnungen erlaubte.*) Ich habe darum 
mit der Euler-Svanbergschen Methodik einige neue Ver- 
suche angestellt. 

Mit einer konstanten Menge einer verdiinnten Formaldehyd- 


) Euler u. Svanberg: Fermentforschung Bd. 4, S. 29 (1921). 

*) Das Interferometer konnte ich durch das freundliche Entgegen- 
kommen von Herrn Laborator E. Hammarsten vom hiesigen K. Karo- 
linska Institutet bekommen. 

*) Vgl. H. Hammarsten (Sv. vet. akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, 
Nr. 16, 8. 12) tiber die Oximbildung. 
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_ 


lésung. wurden verschiedene konzentrierte Aminlésungen ge- 
mischt, so daB das schlieBliche Volumen in allen Versuchen 
20 ccm wurde. Durch immer feinere Abstufung der Amin- 
konzentration wurde die Konzentration des Amins bestimmt, 
wo die im Gleichgewicht befindliche Lésung beziiglich der ent- 
standenen Schiffbase gesittigt ist. Ist in dieser Lésung 


F = Konzentration des Formaldehyds, 
A = Konzentration des Amins, 
L = Léslichkeit der Schiffbase, 
SO 1st: 





; [F#—L) [A—L] 
ine 
[Z} 
Versuch 114. 
0,10 n-Formaldehyd, verschiedene Konzentrationen von p-Chloranilin. 
Nach 20 Stunden wurden alle Proben mit einer schon triiben Lésung 








geimpft. 
Konzentration von 
p-Chloranilin 
0,00075 n Unmittelbare Triibung 
0,00070 * . 
0,00065 Nach 24 Stunden schwache Tribung 
0,00060 l 
0,00055 - Keine Triibung nach 72 Stunden 
0,00050 





Ks kann angenommen werden, daB in einem Gemisch 
von 0,1 n-Formaldehyd und 0,00062 n. p-Chloranilin die Lésung 
mit der entstandenen Schiffbase gesittigt ist. 

In derselben Weise wurden nun Versuche mit anderen 
Aldehydkonzentrationen ausgefiihrt, und folgende Tabelle ge- 


wonnen: 


Versuch 115. 
Gesittigte Lisung von Schiffbase. 














Aldehydkonzentration Aminkonzentration — 
0,10 0,00062 
0,025 0,0012 
0,010 0,0017 
0,005 0,0024 
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Wir suchen nun den Wert von J, der in der Formel mit 
den obigen Werten von 4 und F einen konstanten Wert von 
K ergibt. 

Setzen wir / = 5-1074, erhalten wir die 4 Werte von 
A: (2,4; 3,4; 2,4; 2,0)-10-%. Andere Werte von JZ geben 
weniger konstante Werte. 





Ich habe nach dieser Methode die Chloraniline, nebst o-. 
und m-Toluidine untersucht und fiihre folgende Tabelle an. 
(Die Werte von p-Toluidin sind der Arbeit von Euler und 
Svanberg entnommen.) 


Versuch 116. 








Aminkonzentration Formaldehyd L K 
p-Toluidin —_0,00025 0,25 (34 1073 
0,00050 0,020 22-10-11) 25 1072 
0,008 0,003 (35 10 
m-Toluidin —_0,0012 0,025 3 107 
0,0040 0,005 6+ 1074 3 107 
o-Toluidin —_-0,00023 0,25 0,19 
0,00038 0,10 13 -10-* |) 0,19 
p-Chloranilin 0,00062 0,10 2,4 107? 
0,0012 0,025 3,4 107? 
0,0017 0,010 5 - 10™ 2,4 10°? 
0,0024 0,005 20 1072 
m-Chloranilin 0,00040 0,10 0,10 
0,0016 0,025 0,16 
0,0023 0,010 2.1074 0,10 
0,0040 0,005 0,10 
0-Chloranilin 0,0025 0,10 oT ir” 
0,0040 0,025 145 1472 
0,0050 0,010 23,5 - 107° | 0.9 107? 
0,0080 0,005 0,7 107? 











Im Falle von o-Chloranilin ist die Léslichkeit beinahe 
zu groB. Auch entstanden in diesem Falle kaum Triibungen, 
sondern ziemlich grofe Krystalle, was die Beobachtung er- 
schwerte. , 

Ich habe nun versucht, in einigen Fallen die obigen Ver- 
suche durch eine andere Methode zu kontrollieren. Da von 
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dieser Methode auch im folgenden die Rede sein wird, fiihre 
ich sie etwas ausfihrlicher an: 


In einem gewohnlichen Inversionsversuche wird die rela- 
tive Aktivitit 2,, bei Anwesenheit von dem zu untersuchenden 
Amin bestimmt. 


Die Aminkonzentration sei [A], 
die Hydroxylionenkonzentration sei {OH}, 


die Dissoziationskonstante des Amins sei A,. 


In einem zweiten Versuche ist die Inversionsmischung 
auBerdem F-normal beziiglich des Stoffes, dessen Affinitaét zu 
dem Amin gepriift werden soll. Es wird kontrolliert, da8 sich 
OH nicht iindert. In diesem Falle sei die relative Aktivitit .. 
Besitzt, wie in meinem Falle der Aldehyd auch eine Affinitiit 
zum Enzym, so mub x korrigiert werden. Nun wissen wir, wie 
friiher hervorgehoben wurde, da die Bindung der Amine an 
Saccharase unabhingig von der Bindung des Zuckers erfolgt. 
Es geht aus allen einschligigen Versuchen hervor, daB die 
Bindung der Aldehyde und Zucker an die Saccharase an den- 
selben Gruppen stattfinden, und wir diirfen annehmen, da 
die Bindung der Amine von der Bindung des Formaldehyds 
unabhingig ist. Von allen der in Lésung vorkommenden Ver- 
bindungen der Saccharase (Zucker- und Formaldehydverbindung, 
Tonen, sind gleiche Bruchteile an das Amin gebunden. Ist die 
Aktivitiit bei Anwesenheit von Aldehyd ohne Amin a, so mus 


die Aktivitét x in Prozent von a ausgedriickt werden. 
Wir haben 
wv 
k=: 
‘ a 


Ist nun im ersten Versuche die Konzentration der freien 
Aminbase &, und im zweiten Versuche &,, so ist, wenn wir 
die Konzentration von Schiffbase mit 4A bezeichnen: 





[A—B) [OH], 

linda 
[4A— FA—B,|{[OH 4 
JOM) _ 





Bi] 
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und 
[Bik — [Bll | 
(100— RF] [100—R,) 
Aus diesen Formeln kénnen wir /4 bestimmen und haben 


Sa = K = Dissoziationskonstante der Formaldehyd- 


Aminverbindung. 
Ich habe nach dieser Methode die 3 Toluidine unter- 
sucht. (Versuch 117.) 


Die Ubereinstimmung der nach dieser Methode gewonnenen 
Konstanten mit den aus den Léslichkeitsbestimmungen aus- 
gerechneten ist befriedigend. 





Sehen wir nun nach, inwieweit die Affinitit des Form- 
aldehyds zu den Aminen von demselben Gesetze beherrscht 
wird, wie die Affinitit der Saccharase zu denselben Aminen, 
so miissen wir feststellen, dab 

keine solche Abhangigkeit der Dissoziationskon- 
stante von der Konstitution des Amins existiert, 
wie ich friiher bei dem Gleichgewicht Saccharase— 
Amin gefunden habe. (Versuch 116.) 

Dies hat mich zu dem Gedanken gefiihrt, daB die im Saccha- 
rasemolekiil vorhandene Aldehydgruppe von einer besonderen 
Art sein muB. Durch Vergiftungsversuche mit anderen Giften, 
iiber die ich spiater berichten werde, bin ich zu der Ansicht 
gefiihrt worden, daB 

die Aldehydgruppe im Saccharasemolekil einem 
Kohlenhydratrest gehért. 

Ich habe darum das Gleichgewicht Aldehydzucker—Amin 
unter Anwendung von zw6lf verschiedenen Aminen mit meiner 
enzymatischen Methode studiert. Als Zucker wurde Lactose 
aus dem Grunde gewiahlt, daB ihre Affinitat zum Euzym sehr 
klein ist. Die an das Enzym gebundene Lactosemenge ist 
darum auch klein. 


Die Berechnung ist dieselbe wie bei Formaldehyd. (Ver- 
such 118.) 





i 
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Um die Verhiltnisse leichter iiberblicken zu kénnen, habe 
ich folgende Tabelle zusammengestellt: 
































iden Dissoziationskonst. ig er se 
des Amins, log verbindung, log 

p-Toluidin ... . — 9,07 — 0,75 
m-Toluidin .... — 9,34 —1,10 
o-Toluidin . . .. . — 9,54 — 0,46 

| p-Chloranilin. . . . — 10,24 — 0,80 

| m-Chloranilin .. . — 10,60 — 1,03 
o-Chloranilin . . . . — 11,64 —0,29 
p-Bromanilin . . . . —- 10,28 — 0,64 
m-Bromanilin. . . . — 10,68 — 0,82 
o-Bromanilin . .. . — 11,68 + 0,30 
p-Aminobenzoesiure. — 11,80 —0,19 
m-Aminobenzoesiiure . —11,44 —0,72 
o-Aminobenzoesiiure . — 12,20 etwa +1 
log K log kK 

a at 


-J bk 





are eee 




















L OF 
) ._. 
+\ -™ 
\ 
\ 
\ 
re) 47 
a 5 . a s 4 a. i 
ad “mt “2 logKp Yerbindung 
Fig. 19. Fig. 20. 


Die Resultate werden weiter in den Figg.19—20 ver- 
‘nschaulicht. 

Die Ahnlichkeit dieser zwei Figuren mit den Figg. 17 
‘is 18 ist augenfillig: 

1, Bei dem Gleichgewicht Amin—Lactose besitzen die 
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m-Verbindungen die gréBte Affinitat zum Zucker, danach folgen 
die p-Amine. 

2. Die RegelmiBigkeit existiert auch bei den Aminobenzoe- 
siuren, wo im Gegensatz zu den anderen Aminen die m-Ver- 
bindung die stirkste Base ist. 

3. Eine gewisse Abhangigkeit der Affinitit der Amine 
zur Lactose von ihren elektrolytischen Dissoziationskonstanten 
existiert auch hier, ist aber weniger ausgeprigt als im Falle 
Saccharase—Amin. (Gestrichelte Kurve in Fig. 19.) 

Es sind diese Tatsachen in bester Ubereinstimmung mit 
meiner Anschauung, daB ein Aldoserest im Saccharasemolekiil 
die Amine bindet. 





Kine zweite Frage, die doch in diesem Zusammenhang 
von weniger Bedeutung ist, betrifit die Art der Bindung zwischen 
Amin und Zucker. Ich verweise nur auf die griindlichen 
Untersuchungen von Schiff und Sorokin. Der letztere kommt 
zum Schluf, daB die Bindung nicht als Doppelbindung zwischen 
N und Aldehydkohlenstoffatom aufzufassen ist. Vielmehr glaubt 
er, da8 die Bindung an eine Hydroxylgruppe erfolgt. Ich er- 
innere in diesem Zusammenhang daran, da8B auch Rohrzucker, 
obgleich mit kleiner Affinitait, Amine bindet. Eine Stiitze fiir 
die Annahme von einfacher Bindung finde ich auch in meinen 
refraktometrischen Messungen. (Vgl. hierzu H. Hammarsten, 
Uber die Oximbildung.?) 


VI. Saccharase und andere Aldehydreagenzien. 

Ist die oben gemachte Annahme vom Kohlehydratrest im 
Saccharasemolekiil richtig, muB dies in Vergiftungsversuchen 
mit den Aldehydreagenzien zutage treten. Ich habe darum 
einige neue Versuche angestellt. 


Saccharase und Phenylhydrazin. 


Als das wichtigste der Zuckerreagenzien wurde Pheny]l- 
hydrazin zuerst untersucht. Altere Versuche sind von Euler 





1) Harald Hammarsten, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. kemi Bd. 8, 
Nr. 16 (1922). 
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und Svanberg angestellt, die gezeigt haben, daB die durch 
Phenylhydrazin verursachte momentane Vergiftung viel kleiner 
ist als die, welche eine entsprechende Menge Anilin zu Folge 
hat. Sie fanden aber, daB, wenn man zuerst das Phenyl- 
hydrazin auf dem Enzym langere Zeit einwirken l4Bt, so tritt 
eine kraftigere Inaktivierung ein. 

Wie in vielen anderen Fallen diirfte dies darauf beruhen 
daB der zuerst reversibel gebildete Phenylhydrazin sich um- 
lagert, oder mit anderen Worten, daB der Saccharasehydrazon 
eine geringere Stabilitét besitzt als das freie Enzym.?) 

Fiir die Berechnung der Versuche ist es vorteilhafter, die 
momentane Vergiftung zu messen. 


Versuch 119. 0,05 g Phenylhydrazin. 








k-104 































PH t D ky 104 kel 

Ohne Gift 10 2,10 313 
25 0,58 311 312 100 

3,4 10 2,20 288 
25 0,80 278 283 91 

4,1 10 2,20 288 
25 0,80 278 283 91 

5,8 10 2,45 226 
25 1,20 226 226 73 
7,5 25 3,12 29 29 9 

Versuch 120. 0,2 g Phenylhydrazin. 0,037 n. 

3,29 15,5 1,93 230 
30 0,75 236 233 75 

3,38 15,5 1,98 222 
30 0,82 226 224 72 

4,15 15,5 2,30 170 
30 1,25 182 176 57 

4.81 15,5 2,51 139 
30 1,75 135 137 44 

3,06 15,5 2,63 117 
30 1,96 117 117 38 
6,00 30 2,62 62 62 20 




















1) Vgl. Urban Olson, Uber die Inaktivierung der Amylase. 


Dissertation, Stockholm 1925. 
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Wir'sehen, am besten aus der Fig. 21, daB die Inakti- 
vierungskurven denen der aromatischen Amine vollig ahnlich 
sind. Sie haben etwa dieselbe Neigung, wie im Falle von 
p-Toluidin. Beachten wir nun, daB p-Toluidin und Phenyl- 
hydrazin etwa gleich starke Basen sind, so ist der SchluB be- 
rechtigt, da8 auch hier nur die freie Hydrazinbase an die 
Aldehydgruppe gebunden wird. 

Die Dissoziationskonstante des Phenylhydrazins ist etwa 
10-*. Bei p,=4,9 (Pfeil in der Fig. 21) ist also ungefahr 
die Halfte des Phenylhydrazins als freie Base vorhanden. 

Die Dissoziationskonstante der Saccharase-Phenylhydrazin- 

verbindung ist also 















































100 ,  42-0,0119 
a K=—— = 0,014. 

BS as / Mins Pm Diese starke Bindung des 
= 60+ ** 1 ioe Phenylhydrazins stimmt gut mit 
a a iM MAI der Annahme, daB die Aldehyd- 
R | Th] \\ gruppe einem Zuckerrest ge- 
& 20 aa mags hért. Damit stimmt auch, daB 
= | | “SN die Inaktivierung der Sac- 
7 8 4p ° * %  charase mit der Zeit gréBer 
Fig. 21. wird, denn die Bindung des 





Phenylhydrazins an z. B. Glu- 
cose ist eine Zeitreaktion. Diese schon friiher bekannte 
Tatsache habe ich durch Messung des Gefrierpunktes von 
verdiinnten Gemischen von Glucose und Phenylhydrazin be- 
stiitigen kénnen. 

Nun ist es ja klar, daB die Geschwindig keit der Zerstérung 
des Saccharase-Phenylhydrazins auch so von der Aciditét ab- 
hangen mu, daB sie in dem Gebiete am griéBten ist, wo die 
gréBte Menge des Hydrazins gebildet wird.') Die Versuche 
von Kuler und Svanberg sind ohne Pufferzusatz ausgefihrt, 
aber es ist anzunehmen, daB die Aciditit der Enzymlésung 
(+Phenylhydrazin) etwa p,=6 betrug. Ich habe nun einen 
Versuch in saurer Lésung ausgefiihrt. 





1) Urban Olsson, a.a. O. 


Me Beas in ice Wits pg Sa 
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Versuch 121. 
5eem Puffer py = 4,1, 
0,2 eem Phenylhydrazin, 
34,8 cem Wasser, 
10 ccm Enzymlésung. 
Inkubation bei 25°. Inversion wie gewoéhnlich (4 ohne Gift = 312-10-*). 





Zeit der Inkubation i:-104 Keel. 
0,5 Minuten 265 85 

3 Stunden 261 84 
200, 234 75 








Die Zerstérungsgeschwindigkeit ist, wie zu erwarten, sehr 
era s3 setzt worden. 


Saccharase und Hydroxylamin. 

Das Hydroxylamin, welches auf einige Enzyme eine auBerst 
starke Hemmung ausiibt, gegeniiber Saccharase ziemlich un- 
wirksam ist, haben Euler und Svanberg gezeigt. Durch 
einen Versuch habe ich dieses Ergebnis bestitigt. 


Versuch 122. 

















t D k-10* Kel. 

Ohne Gift; py = 4,6. . 15 2,10 209 
30 0,98 211 100 

0,2 g Hydroxylaminchlor- 15 2,20 192 
hydrat py = 4,6 30 1,24 184 90 


Die Giftwirkung ist sehr klein, obgleich bei dieser Aciditit 
viel freie Base vorhanden ist. Nun ist bekannt, daB die Zucker- 
arten ziemlich schwer in wiBriger Liésung Oxime bilden. 
Kine Isonitrosogalaktose wurde von Rischbrieth?) gewonnen. 
Spater sind Oxime auch von anderen Zuckern hergestellt 
worden.”) In allen Fallen wurden indessen die Oxime aus 
sehr konzentrierten Sirupen nach langen Zeiten gewonnen. 
(Leichter aus Alkohol, Wohl.) *) Die Wasserlésung des Glucose- 


1) Rischbrieth, Chem. Ber. Bd. 20, S. 2673 (1887). 

*) Fischer u. Hirschberger, a. a. O. Bd. 22, S. 1153 (1889); 
Jacobi, a.a. O. Bd. 24, S. 696 (1891). 

3) Wohl, a. a. O. Bd. 24, S. 993 (1891). 
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oximes reduziert die Fehlingsche Lésung sehr stark und ist 
also weitgehend zerfallen. 

Natiirlich berechtigen die Vergiftungsversuche mit Hydr- 
oxylamin keinen SchluB iiber die Zuckernatur des Aldehyd- 
restes im Saccharasemolekiil, sind doch mit dieser Annahme 
vereinbar. 

Saccharase und Semicarbazid. 

Euler und Svanberg fanden, daB 9 mg Semicarbazid- 
chlorhydrat in 60 ccm Inversionsmischung ohne Wirkung waren. 
Ich habe einen Versuch mit einer gréBeren Menge ausgefihrt: 


Versuch 123. 


























t D k- 104 eg 

Ohne Gift; pp = 4,6. . 26 1,25 211 
40 0,43 209 100 

0,2 g Semicarbazidchlor- 15 2,10 209 
hydrat py, = 4,6 30 1,03 205 99 


Keine Wirkung ist beobachtet worden. 

Semicarbazid gibt schwer Verbindungen mit Zuckern, 
iiberhaupt nicht mit Ketosen.') A. und W. Herzfeld?) ge- 
wannen Semicarbazone durch Erhitzen von sehr konzentrierten 
Lésungen im Autoklaven. Ohne Erhitzung wurden die Semi- 
carbazone von Galaktose und Rhamnose von Kohl aus kon- 
zentrierten Lésungen hergestellt. 


Saccharase und Cyanwasserstoff. 

Cyanwasserstoff, dessen Wirkung auf gewissen Enzymen 
(Katalase, Girungs- und Atmungsenzyme) enorm groB ist, ist 
ein sehr schwaches Saccharasegift.*) Dies Ergebnis, das ich 
vollig bestatigen konnte, zeigt, daB die Aldehydgruppe der 
Saccharase keine gewodhnliche, vom Typus des Acetaldehyds 
sein kann. Dagegen ist es in guter Ubereinstimmung mit der 
Annahme, daB die Aldehydgruppe einem Zuckerrest gehdrt. 





1) Kahl, Zs. f. Riibenzuck.-Ind. 1904, 1091. 
*) A. u. W. Herzfeld, a. a. O. S. 853 (1895). 
8) Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, S. 29 (53) (1921). 
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Versuch 124. 0,1 g NaN. 

Pu t D k-10* Keel, 

Ohne Gift 30 1,05 204 100 
4,67 5 3,02 184 

42 0,54 188 91 
3,5 16 2,19 181 

41 0,65 183 89 














Kiliani+) konnte aus Livulose durch sehr starke Blau- 
siure ein Cyanhydrin gewinnen. Bei seinen Versuchen, aut 
dieselbe Weise Cyanhydrine einiger Aldosen herzustellen, zeigte 
es sich,?) daB in den sehr konzentrierten Lésungen erst nach 
mehreren Tagen eine Reaktion eintrat, und daB dabei kein 
Cyanhydrin, sondern aus Glucose direkt eine Heptaoxyheptyl- 
siure entstand. 


Saccharase und Aminoguanidin. 

Durch Untersuchungen von Wolff und Herzfeld und von 
Wolff’) ist gezeigt worden, da die Aldosen ziemlich leicht 
mit Aminoguanidin reagieren. Es war deshalb von Interesse, 
zu untersuchen, ob dieses Reagenz eine gréSere Giftwirkung 
auf Saccharase ausiibt. 


Versuch 125. 








Pr t D rel. 

Ohne Gift 15 2,10 209 
30 0,98 211 100 

4,57 18 2,10 173 
51 0,98 159 80 

4,91 20 2,18 153 
40 1,10 149 72 

5,54 15 2,69 112 
30 2,05 108 52 

6,30 20 2,88 62 
40 2,30 66 30 








1) Kiliani, Chem. Ber. Bd. 18, 8S. 3066. 





2) a. a. O. Bd. 19, S. 767. 
8) Zs. f. Riibenzuck.-Ind. S. 748 (1895); Chem. Ber. Bd. 27, S. 971 


u. Bd. 28, S. 2613. 
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Wir finden eine recht bedeutende Inaktivierung durch 
diese allerdings groBe Menge Aminoguanidin. Die Abhangig- 
keit der Aktivierung von der Aciditat 






































406 a we ee won (Fig. 22) zeigt, daB auch hier nur die 

oy ™ »~ freie Base das Enzym bindet. 

= os 

= % | 

S ao A 

v * | 

a ~ Saccharase und SOQ,. 

3 i Die Versuche von Kuler und 
wi | Svanberg zeigen, daB SO, ein sehr 

schwaches Saccharasegift ist. Nun ist 


id ja die schweflige Siure, auch in der 
Fig. 22. Form ihrer Alkalisalze ein vorziigliches 
Reagenz auf echte Aldehyde. Die Salze 
binden z. B. Acetaldehyd quantitativ auch in sehr verdiinnten 
Lésungen. Ich erinnere z. B. daran, daB die Bestimmung von 
Acetaldehyd durch Jodtitration des nicht verbrauchten Bisulfits, 
auch in sehr grober Verdiinnung, richtige Resultate liefert. Da- 
gegen ist bekannt, daB die Aldosen nicht mit schwefliger Saiure 
reagieren; sie fairben z. B. nicht das Schiffsche Fuchsin- 
reagenz. Die Feststellung einer etwaigen Giftwirkung der 
Sulfite auf Saccharase ist also von besonderer Wichtigkeit, 
und ich habe die Versuche wiederholt. 


Versuch 126. py = 4,57. 























t D k +104 
Ohne Zusatz 10 1,57 455 

25 — 0,18 440 
0,2 ¢ KHSO, 10 1,63 439 

25 — 0,18 440 


Die Versuche bestatigen véllig die Angabe von Euler und 
Svanberg. Diese Unwirksamkeit des Sulfits betrachte ich als 
eine starke Stiitze fiir die Auffassung, daB die im Saccharase- 
molekiil vorhandene Aldehydgruppe der des Aldozucker ahnlich 
ist. Die einfachste Erklirung ist wohl auch hier, daB Aldehyd- 
sauerstoff an einer Ringbildung beteiligt ist. 
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Haben wir nun festgestellt, daB ein Aldoserest in der 
Saccharase vorhanden ist, so erhebt sich die Frage, inwieweit 
dieser Rest fiir die Saccharase wesentlich ist. Stellen wir uns 
das Enzym nach den zurzeit herrschenden Ansichten als ein 
sehr groBes Molekiil vor, das durch gewisse Gruppen das Sub- 
strat zu binden und zu spalten vermag, so ist es denkbar, 
daf in den von diesen spezifischen Gruppen mehr abliegenden 
Teilen Gruppen vorkommen kénnen, welche fiir die enzymati- 
sche Wirkung unwesentlich sind. Beachten wir indessen, daB 
nach den Vergiftungsversuchen ziemlich kleine Verinderungen 
in dem ,,Kohlenhydratreste“ (Bildung von Schiffbase, Hydrazon 
usw.) die enzymatische Wirkung vollkommen vernichten, so ist 
es klar, daB die Struktur des Restes fiir die Wirkung von 
gréBter Bedeutung ist. Wie die Versuche iiber den KinfluB 
der Rohrzuckerkonzentration zeigen, hat die Aldogruppe der 
Saccharase nichts mit der Bindung des Substrats zu tun, 
sondern kann sonstwie an der Spaltung des Substrats be- 
teiligt sein. Ohne auf besondere Theorien iiber die Aufgabe 
des Kohlenhydratrestes einzugehen, sei nur darauf hingewiesen, 
daB die Anlagerung der relatiy starken Basen eine Anderung 
in dem elektrochemischen Zustande des Molekiils, welcher fiir 
die Spaltung wesentlich ist, hervorrufen kann. 








Enzyme, Co-Enzyme und Biokatalysatoren in kopro- 
porphyrinreichen Hefen. I. 


Das Zymase- und Oxydo-Reduktasesystem. 
Von 
Hans y. Euler, Hermann Fink und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juli 1926.) 


Das allgemeine biologische Problem, ob und in welchem 
Grad lebende Zellen und zunichst einzellige Organismen sich 
iuBeren Bedingungen anpassen kénnen, erlangt in der Enzym- 
chemie eine speziellere, damit aber auch prazisere Fassung. 
Wenn wir, wie das nunmehr wohl notwendig ist, nicht nur die- 
jenigen Vorginge als enzymatisch ansehen, deren Katalysatoren 
sich von der lebenden Zelle bereits haben abtrennen lassen, 
sondern alle in der lebenden Zelle gebildeten thermolabilen 
Katalysatoren als Enzyme auffassen’), so kann man sagen, daB 
die Anpassung (sowie auch die Mutation und Variation von 
Organismen) ihre Grundlage in der mehr oder weniger konstanten 
Verainderung von Art und Gehalt an Enzymsystemen und Bio- 
katalysatoren findet. 

Schon in einer Reihe 4lterer Untersuchungen haben sich 
bemerkenswerte Effekte gezeigt, welche nach neuerer Auffassung 
mit der Bildung und Anderung von Enzymsystemen in Zu- 
sammenhang stehen miissen. Vom enzymchemischen Stand- 
punkt aus haben Euler und Johansson versucht, Anderungen 





1) Vgl. Euler, Enzyme und Co-Enzyme als Ziele und Werkzeuge 
der chemischen Forschung, Ahrens Sammlung Bd. 28, 8.1 (1926). 
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im physiologischen Zustand der Hefen mit einzelnen kata- 
lytischen Reaktionen zu verkniipfen.’) 

Kine der wesentlichsten, die Bildung der Enzyme und 
besonders des Gidrungs- und Oxydo-Reduktionssystemes be- 
dingenden auBeren Umstinde bei der Vorbehandlung von Mikro- 
organismen ist der Sauerstoffzugang bei der Ziichtung. Inter- 
essante Tatsachen hinsichtlich der Ubergiinge von anaerober zu 
aerober Zuckerspaltung haben Untersuchungen von O. v. Firth?) 
Lundin’) Meyerhof*), Warburg’) u. a. zutage gefdrdert, 
auf welche hier nicht naher eingegangen zu werden braucht. 

Fiir uns handelt es sich um die Frage: was geschieht 
enzymatisch, wenn die Hefe sich an das anaerobe Leben ge- 
wohnt und welche Verinderungen der sonstigen Hefenbestand- 
teile, speziell der Biokatalysatoren sind damit verbunden. 

Gesamtinderungen in der Wirkungsweise der Mikro- 
organismen und beziiglich des Substratabbaues findet man 
einerseits in Arbeiten von Meyerhof®), andererseits in Arbeiten 
aus diesem Laboratorium.’) 

Wird Hefe sauerstoffarm in zuckerreicher Nahrlésung ge- 
ziichtet, so tritt, wie Hans Fischer und Herm. Fink nach- 
gewiesen haben, Koproporphyrinbildung ein. Durch das Auf- 
treten des Porphyrins scheint Hefe in einem, und zwar zentral 
liegenden Punkt charakterisiert zu sein und wir haben des- 
wegen die ,,.Koprohefe* als erstes Material fiir die vorliegenden 
Studien gewahlt. 





1) Euler u. Johansson, Diese Zs. Bd.84, 8. 97 (1913). — Literatur- 
iibersicht siehe Biochem. Zs. Bd. 85, 8S. 406 (1918). 

2) 0. v. Fiirth, Biochem. Zs. Bd. 128, S. 144 (1921); Bd. 182, S. 165 
(1922), 

*) H Lundin, Biochem. Zs. Bd. 142, 8S. 454 (1923). 

*) Meyerhof, Erg. d. Physiol. Bd. 22, S. 328 (1923); Naturw. Bd.12, 
S. 181 (1924). 

°’) Warburg, Posener und Negelein, Biochem. Zs. Bd. 152, 
S. 809 (1924). 

6) Meyerhof, Chemie d. Zelle u. Gewebe, Bd. 12, 8. 157 (1925) 
und Biochem. Zs. Bd. 162, S. 43 (1925). 

”) Euler u. Nilsson, Chemie d. Zelle u. Gewebe, Bd. 12, S. 238 
(1925). 
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Die vorliegende erste Mitteilung behandelt im wesentlichen 
den Hinflu8 der sauerstoffarmen Zuckermistung (Porphyrin- 
vorbehandlung) auf die ,,Zymase“ und ,,Reduktase“ und ihre 
Co-Enzyme. Sowohl der Komplex der Katalysatoren der Garung 
wie derjenige der damit verbundenen Oxydoreduktionen besteht 
aus zahlreichen Komponenten und so wird die Untersuchung 
iiber die nichtenzymatischen Oxydo-Reduktionskatalysatoren 
in Porphyrinhefen in einer zweiten Mitteilung zusammen- 
gefaBt. 


Kinerseits setzt ja das Hervortreten der Girung, also der 
Verwertung des gebundenen Sauerstoffs die vermehrte Leistung 
und somit durch Anpassung wohl auch die vermehrte Bildung 
der Girungskatalysatoren voraus; aber hinsichtlich der Bio- 
katalysatoren der Oxydoreduktion kann von vornherein keine 
allgemein giiltige Aussage gemacht werden, ob der verminderte 
Sauerstoffzugang eine Abnahme der ihm dienenden Oxydations- 
vermittler im Gefolge hat, oder ob, in gewissen Stadien der 
Anpassung wenigstens, im Gegenteil die Zelle die optimale 
Verwertung des wenigen ihr zu Gebote stehenden Sauerstofis 
(etwa durch besonders geeignete Donatoren, gekoppelte Reak- 
tionen und dergl.) anstrebt und somit das enzymatische und 
nichtenzymatische Oxydoreduktionssystem soweit als méglich 
entwickelt. Gewisse iltere Beobachtungen iiber den Kinflub 
des Sauerstofimangels auf die Fahigkeit mancher Bakterien 
zur Farbstoffbildung (Laurent?), Luckhardt?) u. a.) miissen 
hier mit den Beobachtungen an Hefe verglichen werden, um 
alleemeine Beziehungen iiber diese prinzipiell wichtige Frage 
zu hiefern. 


Zur Methodik. 


Die Ziichtungsbedingungen sind im wesentlichen dieselben, 
wie sie von Hans Fischer und Hermann Fink’) angewandt 
worden sind. 





1) Laurent, Ann. Inst. Pasteur, Bd. 1, S. 38 (1890). 
*) Luckhardt, Arch. f. Hygiene Bd. 30, S. 192 (i897). 
5) Hans Fischer u. Herm, Fink, Diese Zs. Bd.144, 8. 101 (1925). 
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5 g Hefe werden in 2 Liter einer Nahrlésung aufgeschlemmt, 
welche die folgende Zusammensetzung hat. 


In 2 Liter Wasser sind enthalten: 


200 g Rohrzucker 0,8 g CaCO, 
2 g¢ Harnstoff 1,0 g CaCl, (wasserfrei) 
15g KH,PO,+0,5 g Na,HPO, 0,8 g MgSO,. 


Die Hefeziichtung wurde stets ohne Liiftung durchgefiihrt. 
Die iibrigen Bedingungen, wie Temperatur, Versuchsdauer, 
Grad der Vergirung, werden jeweils bei den Versuchen an- 


gegeben. 
Versuche, 


Versuch I. Oberhefe R. 


Bei diesem Versuch wurde R-Hefe der ,,Koproporphyrin- 
vorbehandlung“ unterworfen. 25 ¢ Oberhefe vom ‘Trocken- 
gewicht 25,3°/, wurden in 10 Liter der obigen Nahrlésung 
suspendiert. Bei der Versuchstemperatur von 18—20° dauerte 
die Gairung 7'Tage und nach weiterem 2 tiagigen Stehen an 
kiihlem Ort hatte sich die Hefe zum gréBten Teil zu Boden 
sesetzt. Die Hefevermehrung war eine fiinffache, es resultierten 
101 g, vom Trockengewicht 30,8 °/,. 

Die Garfihigkeit der frischen Kopro-R-Hefe wurde durch 
folgende Versuche charakterisiert: 


ig frische Hefe (Trockengewicht 30,8°/,) in 10 cem Wasser suspendiert, 
davon zwei Proben angesetzt. 


1 cem Hefesuspension + 1 ecem 10°/, ige Glucoselésung 
Mikrogirung bei 30°. Mittel aus zwei Versuchen. 


Girdauer 15 30 60 90 120 150 180 240 Min. 
0,95 3,25 811 34 17,7 21,5 23,4 23,8cemCO, 

Garungsverlauf nicht normal, besonders der Wert 60 bis 
90 Min. ist in beiden Fallen zu hor , es kann sich um EHin- 
setzen der Selbstgirung handeln, da diese Koprohefe einen 
sehr hohen Glykogengehalt besitzt (vgl. S. 322). 

Aus dieser anaerob geziichteten Oberhefe R wurde ein 
Trockenpraparat dargestellt, das zu folgenden Untersuchungen 
benutzt wurde. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVIII. 20 
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. LL. Das Verhalten Zymase/Co-Zymase. 


Benutzte Reagenzien. 


Glucoselésung: 2,5 g Glucose + Wasser bis 25 cem. 

Hefe-Co-Zymase: Das Filtrat von 2 g Trockenhefe H mit 10 cem Wasser 
aufgekocht. 

Hefesuspension: 4g ausgewaschene Trockenhefe H + 10 ecm Wasser. 


Hefephosphatmischung: 


2g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 cem 


10°/, iger Phosphatpuffer py = 6,4. 


Zusammensetzung der Proben: 


1 und 2. 


0,2 g vorbehandelte Hefe 


1 ccm Glucoselésung 


0,5 ccm Puffer py = 6,4 


0,5 cem Wasser. 


5 und 6. 


0,2 g vorbehandelte Hefe 


1 cem Glucoselésung 
0,5 cem Puffer 


0,5 eem Hefesuspension. 


9 und 10. 
1 ccm Glucoselésung 


1 ecm Hefephosphatmischung 


3 und 4. 
0,2 g vorbehandelte Hefe 
1 cem Glucoselésung 
0,5 ecm Puffer 
0,5 cem Hefe-Co-Zymase. 


7 und 8. 
0,2 g vorbehandelte Hefe. 
gekocht 
1 ccm Glucoselésung 
1 ccm Hefephosphatmischung. 


11 und 12. 
1 ccm Glucoselésung 
0,5 eem Puffer 
0,5 com Hefesuspension, 


Auf- 











Mikrogirung 30°. 
8a 


3,5 


9,4 
16,4 
23,2 
27,5 
28,9 
29,5 


4 


3,7 
10,0 
17,1 
23,2 
26,8 
28,0 
28,7 








Tu. 8 9 u. 10 
0,2 0,15 0,1 
1,5 0,15 0,1 
3,1 0,15 0,1 
4,0 0,15 0,1 
4,6 0,15 0,1 
4,9 0,15 0,1 
5,1 0,15 0,1 











Il. Das Verhalten Reduktase/Co-Reduktase. 


0,8 g vorbehandelte Hefe + 10 cem Wasser. 
ausgewaschene Trockenhefe H in 5 ccm Wasser suspendiert. 


Stdn. 1 u. 2 
0,25 3.5 
0,50 8,7 
0,75 14,6 
1,00 20,0 
1,25 24,6 
1,50 25,8 
1,75 26,5 
2g 


Die friiher 


benutzt. 


Probe. 


Hefesuspension. 


Ein Teil dieser Suspension wurde aufgekocht. 


beschriebene Methylenblaumethodik wurde 














aa 


Enzyme, Co-Enzyme und Biokatalysatoren usw. 307 


Temperatur 20°. 











Nr 0,5 ccm Mb-Bernsteinsiure Entfairbungszeit 
; + 0,5 cem Puffer + Minuten 
1 u. 2 | 1 cem Probe + 0,5 ccm Wasser 11,5 11,5 
Su4ii., »  +0,5 ., Co-Reduktase 5,8 5,2 
Saree? . 5» + 90,5 ,, Hefesuspension 25,5 25,5 
TuePat « 5» +0,5 ,, gek. Hefesusp. 40,5 40,5 
9 u. 10] 0,5 cem Hefesusp. + 1 cem Wasser Keine Entfirbung 
11 u. 12] 0,5 ,, gek. Hefesusp. + 1 cem Wasser “ ‘ 
13 u. 14] 1 cem Hefesusp. + 0,5 cem Co-Reduktase ie. ig 


Methylenblau-Bernsteinsiurelésungen und Pufferlésung wie 
in unseren friiheren Mitteilungen. 

Das Co-Reduktasepriparat war das Filtrat von 2 ¢g Trocken- 
hefe H+ 10ccm Wasser (aufgekocht). 

Zum Vergleich teilen wir einige entsprechende Reduktions- 
versuche mit einer gewohnlichen Trockenhefe R mit. 


0,8 g Trockenhefe R + 10 ecm Wasser. 


Temperatur 20°. 








Nr 0,5 com Mb-Bernsteinsiure Entfairbungszeit 
+ 0,5 cem Puffer + Minuten 
1 u. 2 | 1 cem R-Suspension + 0,5 com Wasser 6,5 6,0 








Ii. Auswaschbarkeit der Co-Zymase. 


1,5 g vorbehandelte Hefe wurden mit 10 ccm Wasser 
1 Stunde geschiittelt. Dann wurde zentrifugiert. Die Lésung 
= Waschwasser. Die Hefe wurde dann in 300ccm Wasser 
aufgeschlemmt und noch 1 Stunde geschiittelt. Zuletzt wurde 
abzentrifugiert und in der Zentrifuge einmal mit 300 ccm 
Wasser gewaschen und schlieBlich einmal mit 50ccm Wasser. 
Die abzentrifugierte Hefe wurde in 3,7 ccm Wasser aufgeschlemmt. 
Der Suspension wurden 2,5 ccm zu Reduktaseproben entnommen. 
Der Riickstand wurde nochmals abzentrifugiert und in 2,5 ccm 
10°/ iger Phosphatpufferlésung p,, = 6,4 suspendiert. In der Sus- 


20* 
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pension: wurde 0,5g Glucose gelést. Die Suspension wurde 
zu folgenden Versuchen benutzt: 


1 und 2. 1 ccm Suspension + 1 ccm Wasser. 
3 und 4. 1 ccm Suspension + 1 cem Waschwasser. 


Mikrogarung 30°. 














Stunden 1 2 3 4 
0,25 1,5 1,7 1 1,5 
0,50 4.1 4,2 4,6 4,3 
0,75 6,1 6,2 6,9 6,5 
1,00 8,5 8,9 9,7 9,3 
1,25 10,8 11,2 12,6 12,4 
1,50 13,7 14,1 16,1 15,6 
1,90 17,6 18,1 211 20,4 
2,25 21,0 21,9 23,8 23.1 
2,75 22.8 23,0 24,5 23,7 
3.75 23,5 23.6 25,0 24,3 














IV. Auswaschbarkeit der Co-Reduktase. 
Wie oben erwihnt, wurden 2,5 ccm Hefesuspension zu 
Reduktaseproben entnommen. Die Suspension wurde mit dem- 


selben Volumen Wasser versetzt und dann zu folgenden Ver- 
suchen benutzt: 











20°. 
Nr 0,5 eem Mb-Bernsteinsiure Entfirbungszeit 
5 + 0,5 cem Puffer + Minuten 
u. 2 1 eem Probe + 1 cem Wasser 5,0 6,0 
3 u. 4 1 cem Probe + 1 cem Waschwasser 18,5 18,5 





V. Carboxylaseprobe. 


Die benutzte Brenztraubensiurelésung war 0,5 n. und mit 
NaOH bis neutral gegen Lackmus neutralisiert. 


2,1 g vorbehandelte Hefe + Wasser bis 21 ccm. 
Zu jeder Probe 0,5 g KH,PO, + 5 cem Hefesuspension + in 
1. 5 ccm Brenztraubensiurelésung 
Dy ms mn + 2ecem Wasser 


”? ”? + 3 7 ”? 
” ) + 4 7) ”? 


2. 
3. 
4 


me bo 
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Girung. Zimmertemperatur. 
Minuten 5 10 20 35 50 65 85 205 
iu2 20 30 43 61 17,5 89 10,2 14,7 eem CO, 
8u.4 2,385 31 4,45 63 17,85 9,05 10,5 14,3 ,, 4, 
Zum Vergleich wurden die entsprechenden Versuche mit 
einer gewohnlichen Trockenhefe R gemacht. 


2,1 ¢ Trockenhefe R + Wasser bis 21 cem. 
Zu jeder Probe 0,5 g KH,PO,+5 cem Hefesuspension + in 














1. 5eem Brenztraubensiurelésung 

a: 2 ~« ‘ -+- 2eem Wasser 

3. 2 9 ? a 3 ” ”? 

& 2 »& “ +4 ,, o 

Girung. Zimmertemperatur. 
Minuten 1 2 3 4 
5 2.9 2.8 2,9 2.4 

10 4,3 4,3 4,2 3,9 
20 3 6,3 6,2 5,8 
85 8,5 8,7 8,4 1,5 
50 10,8 10,9 10,5 8,7 














Die simtlichen Tabellen, die sich auf Oberhefe beziehen, 
zeigen, daB® eine wesentliche Anderung hinsichtlich der Aus- 
waschbarkeit der Trockenpraiparate durch die Vorbehandlung 
nicht eingetreten ist. 


Versuche II. Mit Unterhefe H. 
Versuch 1. 

Die angewandte Nihrlésung war dieselbe wie beim vorigen 
Versuch. Um méglichst anaerob zu arbeiten, wurde die Nahr- 
flissigkeit lingere Zeit gekocht zur Verdrangung der gelésten 
Luft und wik’end des Erkaltens wurde CO, eingeleitet. Bei 
Girversuch a wurden 16 Liter destilliertes Wasser, bei Ver- 
such b 12 Liter Leitungswasser (das Stockholmer Leitungs- 
wasser hat einen betrichtlichen Eisengehalt) verwendet. Fir 
beide Versuche kam Unterhefe H von derselben Lieferung zur 
Verwendung 

und zwar fiir Versuch a 40 ¢ 

. ,,  b 80g vom Trockengewicht 23,9°/,. 
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Dié Ziichtung fiihrten wir im Thermostaten bei 25—26° ( 
durch. Der Zucker war nach 6 Tagen bei intensivem Hefe- 
wachstum fast vollstiindig vergoren, so daB die am Boden ab- 
gesetzte Hefe nach dem Dekantieren abgesaugt werden konnte. 
Die Hefevermehrung war 

bei Versuch a die 5fache. Ergebnis 158 g vom Trockengewicht 27,5 °/, 
9 » Dd ,, 6fache. * 146¢ ,, ™ 29,1°,. 

Das Verhalten dieser beiden Hefen in bezug auf Zymase, 
Co-Zymase, Reduktase und Co-Reduktase ist aus den Tabellen 
zu entnehmen. 

Zunichst wird die frische Ausgangshefe und die frische 
Kopro-H-Hefe durch die Giarfaihigkeit charakterisiert. 


Ausgangshefe H. 


Hefesuspension: 2,5 g Hefe in 25 cem Wasser (Trockengewicht 23,9°/,). 
I. 1 cem Hefesuspension + 0,1 g Glucose + 1 ecm Wasser 
If. 0,5 4, ” + 0,1 g ” + 1,5 ,, 


”? 


Mikrogirung bei 30°. Mittel aus 2 Versuchen. 
Girdauer Min. 15 30 45 60 7% 90 105 120 
» 20 838 682 65 7 9,3 10,6 12,0 
O. j ? ’ ) ] - ’ ’ ] 
Obey. as ae a ae ee 7,4 8,2 


Kopro-H-Hefe a. 


Hefesuspension: 2,5 g Hefe in 25 ecm Wasser (Trockengewicht 
27,5°/,). 
I. 1 cem Hefesuspension + 0,1 g Glucose + 1 eem Wasser 
Hi. 0,5 ,, ” + 0,1 g ” + 1,5 ,, ” 
Ill. 0,25 ,, ” + 0,1 g ” + 1,79 ,, 


9) 
Mikrogirung bei 30°. 
Girdauer Min. 18 30 45 60 90 120 182 228 
I 1,6 26 49 5,8 80 10,7 13,4 17,2 
eem CO, Il. 1,4 1,9 2,6 3,1 4,3 3,6 6,8 8,6 
IH. 10 15 20 24 382 89 4,7 5,5 


Trockenhefe aus obiger Ausgangshefe. 


4g Hefe + 20 ccm Wasser wurden '/, Stunde geschiittelt. 
Die Liésung wird als Waschwasser bezeichnet. Die Hefe 
wird noch 1/, Stunde mit etwa 400 ccm Wasser geschiittelt, 
abzentrifugiert, dreimal in 2 Zentrifugenréhren gewaschen und 
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hierauf in einer Réhre gesammelt. Erneutes Zentrifugieren 
und Suspendieren in 10 ccm Wasser. Die Suspension wurde 


zu folgenden Versuchen verwendet: 
2g Glucose + 10 cem Mikrogirungspuffer = Zuckerphosphatlésung. 
Girproben 
1 u.2. 1 eem Hefesuspension + 0,5 eem Zuckerphosphatlésung + 
0,5 cem Wasser, 
3.u.4. 0,5 cem Waschwasser + 0,5 cem Zuckerphosphatlésung + 
1ecem Wasser, 
5 u. 6. 1 cem Hefesuspension + 0,5 ecm Zuckerphosphatlésung + 
0,5 cem Waschwasser. 


Girdauer Min. 45 75 105 165 
Mittel 

lu2 0,2 0,2 0,2 0,2 

eem CO, 3 u. 4. 0,2 0,2 0,2 0,2 

Laue 1,95 8,9 13,25 17,3 


Die Co-Zymase lift sich also leicht und vollkommen aus- 
waschen. 

Die frische Ausgangshefe wurde, wie oben erwahnt, in 
2 Versuchen in destilliertem a und in Wasserleitungswasser b 
anaerob geziichtet. Wir teilen zuerst die Versuche mit der in 
destilliertem Wasser geziichteten Hefe mit. 


Versuche mit frischer Hefe a. 
Reduktaseprobe: Mit einer Suspension von 2 g Hefe + 6 ecm Wasser 
wurden folgende Versuche gemacht: 
20° 











Nr. | 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Mb + Entfarbungszeit (20°) 


1u.2 | 1 ccm Hefesuspension + 0,5 cem Wasser | 32 32 (Min.) 
Zwei entsprechende Versuche, die anstatt Mb-Liésung 
Mb-Bernsteinsiurelésung enthielten, wurden in 14 bzw. 15 Mi- 
nuten entfarbt. 
Kinige friihere Versuche mit einer gewohnlichen, frischen 
Hefe H, die mit den Proben 1 und 2 vollkommen analog sind, 
haben Entfirbungszeiten von etwa 3 Stunden gegeben. 


Zymase und Co-Zymase der Koprotrockenhefe Ha. 

2 g Koprotrockenhefe H + 3 cem Wasser + 5 cem Mikropuffer. 

2g gewohnliche Trockenhefe H ausgewaschen wie gewohnlich und 
Suspendiert in 5 cem Wasser. 
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Co-Zymase, filtriertes Kochwasser von 2 g Trockenhefe H + 10 cem 


Wasser. 


Glucoselésung: 4 g Glucose + 20 ccm Wasser. 


Zusammensetzung der Proben. 





























1 u. 2. 1cem Koprotrockenhefe H + 0,5ecm Glucoselésung + 0.5 cem 
Wasser, 
3 u. 4. 1eem Koprotrockenhefe H + 0,5cem Glucoseliésung + 0,5 cem 
Co-Zymaselésung, 
5 u. 6. 1cem Koprotrockenhefe H + 0,5 cem Glucoselisung + 0,5 cem 
H-Suspension, 
Tu. 8. 0,5 eem H-Suspension + 0,5 ecm Glucoselésung + 0,5 ccm 
Puffer + 0,5 cem Wasser, 
9 u. 10. 0,5 eem H-Suspension + 0,5 cem Glucoselisung + 0,5 ccm 
Puffer + 0,5 eem Co-Zymase. 
Mikrogirung 30°. Mittel aus 2 Versuchen. 
Gisdaner 1 und 2 | 3 und 4 | 5 und 6 | 7 und 8 | 9 und 10 
Minuten 
30 3,8 4,75 4,15 0,1 0,15 
60 9,1 10,8 9,4 0,1 0,8 
85 13,1 15,7 13,8 0,2 2,5 
105 16,3 18,7 17,2 0,1 5,8 
136 19,4 20,3 20,2 0,1 8,6 
165 21,0 22,2 22,0 0,1 10,3 
180 21,5 23,0 23,0 0,1 10,9 
Oxydo-Reduktionssystem der Kopro-H-Trockenhefe a. 


0,8 g Kopro-H-Trockenhefe + 10 cem Wasser. 
Hefensuspension: 2 g ausgewaschene Trockenhefe H + 5 ecm Wasser. 
Co-Reduktase von war ein stark aktives Dialysat. 























20°. 
7, 0,5 eem Mb-Bernsteinsiurelésung + 0,5 cem ‘ 
Nr. Pufferlésung + Minuten 
1 u. 2 | 1 cem Koprosuspension + 0,5 cem Wasser 13 15 
3u.4 ] 1cem i + 0,5 cem Co Reduktase 6,5 6,5 
du. 6 | 1 ecem rm + 0,5 cem Hefesuspension 12,5 13,5 
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Auswaschbarkeit der Co-Zymase und Co-Reduktase 
aus der Kopro-H-Trockenhefe a. 


4g Kopro-H-Trockenhefe + 20ccm Wasser wurden 3/, Stunde 


Gdrungsproben 


a 


iu.2. 1cem Hefesuspension + 0,5 
0,5 cem Wasser, 
3 u.4. 0,5 com Waschwasser + 0,5 
1 ccm Wasser, 
5 u. 6. 1 cem Hefesuspension + 0,5 
0,5 eem Waschwasser. 


geschittelt, danach abzentrifugiert. Lésung = Waschwasser. Die 
Hefe wird weiter '/, Stunde mit 20 ccm Wasser geschiittelt, 
abzentrifugiert und 3mal in 2 Zentrifugenréhren gewaschen, 
hierauf auf 1 Réhre gesammelt. 


Die abzentrifugierte Hefe 


Mikrogirung 30°. Mittelwerte. 


wird in 10 ccm Wasser suspendiert und die Suspension zu 
Girungs- und Reduktionsversuchen verwendet. 
2 g Glucose + 10 cem Mikrogirungspuffer; Zuckerphosphatlisung. 


ecm Zuckerphosphatlisung + 
eem Zuckerphosphatlisung + 


ecm Zuckerphosphatlisung + 








Girdauer 

















Minuten 1 und 2 3 und 4 
30 2,0 0,2 
60 4,3 0,2 
90 6,55 0.2 
120 9,0 0,2 
150 11,45 0,2 
180 14,0 0,2 





Oxydo-Reduktionssystem. 





5 und 6 


2,2 

4,85 

7,6 
10,6 
13,50 
16.7 


Die Co-Zymase ist also nicht auswaschbar. 








— es 
seal 





"a 0,5 cem Mb-Bernsteinsaiurelésung + 0,5 cem 
Nr. ’ ne ’ 
Pufferlésung + 


lu. 2]1 cem Hefesuspension + 0,5 cem Wasser 


39 U.410,5cem Waschwasser + 1 





ecm Wasser 


9 u.6 {1 ccm Hefesuspension + 0,5 cem Waschwass. 





Minuten 


15,0 15,5 
Keine Abfarbung 
9,0 7,0 


| 3 Die kleine Aktivierung beim Zusatz des Waschwassers 
kommt miglicherweise dadurch zustande, daB dieses angreif- 





bare Donatoren enthilt. 
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Durch die Vorbehandlung wird also, wie die vorhergehenden 
Tabellen zeigen, die Auswaschbarkeit der Co-Enzyme bedeutend 
herabgesetzt und die Hefe hat in dieser Hinsicht den Charakter 
einer Oberhefe angenommen. 


Auswaschbarkeit der in Wasserleitungswasser 
kultivierten Koprohefe Hb nach dem Trocknen. 


2 g Koprohefe wurden 1/, Stunde mit 10 cem Wasser 
geschiittelt und zentrifugiert. Filtrat = Waschwasser. Auf- 
geschlemmt in 200 ccm Wasser und 1/, Stunde geschiittelt. 
Wieder abzentrifugiert und 1 mal in 4 Rohren gewaschen und 
auf 1 Réhre gesammelt. Suspendiert in 5 com Wasser. 

4 ¢ Glucose + 20 cem Mikropuffer = Zuckerphosphatlésung. 
Girungsproben: 

lu. 2. 1ecm Hefesuspension + 0,5 cem Zuckerphosphatlésung + 

0,5 cem Wasser, 
3.u. 4. 0,5 cem Waschwasser + 0,5 cem Zuckerphosphatlésung + 
1 ecm Wasser, 


5 u. 6. 1cem Hefesuspension + 0,5 cem Zuckerphosphatlisung + 
0,5 eem Waschwasser. 





Mikrogirung 30° Mittelwerte. 























Ts 1 und 2 3 und 4 5 und 6 

Minuten 
30 1,05 0,2 0,95 b 
60 2.0 0,2 2,25 : 
90 3,0 0,2 3,35 
120 4,1 0,2 4,7 
150 5,45 0,2 6,15 
240 10,4 0,2 11,65 
270 12,5 0,2 14,0 
300 14,7 0,2 16,4 | 


Die Co-Zymase war also wieder nicht auswaschbar. 


Versuch 2, 
Die folgende Versuchsreihe hatte vor allem den Zweck. 
nochmals die beim letzten Versuch beobachtete Tatsache, dab 
die Co-Enzyme nach dem Trocknen in der Porphyrinhefe nicht 
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mehr auswaschbar waren, zu studieren. Gleichzeitig wurden 
auch einige Versuchsbedingungen bei der Ziichtung, wie z. B. 
Temperatur, Zeitdauer der Girung variert. Die Zusammen- 
setzung der Nahrlésung war wieder dieselbe wie bisher. Sie 
wurde auch diesmal wieder luftfrei gekocht und mit CO, ge- 
sittigt. Die angewandte Unterhefe H stammte von ein und 
derselben Lieferung der Brauerei fiir die folgenden Girungs- 
ansitze a, b, c und d. 

a sollte im wesentlichen eine Wiederholung des vorher- 
gehenden Versuches sein. Die Garung wurde wieder bei 27° 
durchgefiihrt und gleich, nachdem aller Zucker vergoren war, 
wurde die gewaschene Hefe untersucht. 

b Die Temperatur war dieselbe wie bei a.- Der Versuch 
wurde jedoch abgebrochen, nachdem etwa die Hilfte des Zuckers 
vergoren war und die Hefe wurde in diesem Stadium untersucht. 

c Temperatur wesentlich niedriger als bei a und b; sie 
betrug nur 14—18°, 

d Versuch, ob sich die Koprohefe H, welche sich hin- 
sichtlich der Auswaschbarkeit der Co-Enzyme wie eine Ober- 
hefe verhielt, durch Vorbehandlung regenerieren liBt, wenn sie 
im urspriinglichen Medium, der Bierwiirze, weitergeziichtet wird. 


Ausfithrung der Versuche. 

In Anbetracht der Wichtigkeit der beobachteten T'atsache 
und um die Reproduzierbarkeit des Versuches zu erméglichen, 
wird hier die Arbeitsweise genau angegeben. 

Versuch a. In 14 Litern der erkalteten CO,-gesittigten 
Nahrlésung wurden 35 g Unterhefe H suspendiert und die lose 
verschlossene Girflasche in einen geraumigen Luftthermostaten 
gebracht, dessen Temperatur 27—27,5° betrug. Bei dieser 
Temperatur stand die Hefe 5 Tage im Dunkeln, dann war der 
Zucker fast vollstandig vergoren. 

Die iiberstehende Fliissigkeit dekantieren wir und schiitteln 
die am Boden haftende Hefe mit 1 Liter destillierten Wassers 
auf. Nach dem Absaugen auf mit Kieselgur imprignierten 
Filtern wurde noch mehrmals mit destilliertem Wasser nach- 
gewaschen. Die Hefeausbeute betrug 155 g (Trockengewicht 
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9,2°/,). Die ausgesiite Hefe hatte einen Trockengehalt von 
25,2°/,. Das Trockengewicht der Hefe hatte somit von 8,83 g auf 
45,2 zugenommen, was einer etwa 5fachen Vermehrung entspricht. 

Besondere Aufmerksamkeit widmeten wir der Priifung der 
Auswaschbarkeit der Co-Enzyme in der Trockenhefe. 1 Teil 
der Hefe wurde nach scharfem Absaugen durch ein feines Sieb 
gepreBt und in sehr diinner Schicht auf Filtrierpapier aus- 
gebreitet, so daB sich das Trocknen in einigen Stunden bei der 
sommerlichen Zimmertemperatur vollzogen hatte. Die Priifung 
auf Auswaschbarkeit wurde aber erst nach mehrtigigem Nach- 
trocknen vorgenommen, um den Kinwand zu entkraften, daf 
die Nichtauswaschbarkeit der Co-Enzyme durch ungeniigendes 
Trocknen und unvollstiindige Abtétung der Hefezellen ver- 
ursacht sei. 


Girfihigkeit der frischen Ausgangshefe H. 
Hefesuspension enthilt 2,5 g frische Hefe (Trockengewicht 25,2°/, 
in 25 cem). 
I. 1 eem Hefesuspension + 0,1 g Glucose+1 cem Wasser 
Il. 0,5 ”? 7 + 0,1 § 9 + 1,5 9 9 
Ill. 0,25 > B] ”? + 0,1 a ” + 1,75 Ph) ”? 
Mikrogiirung bei 30°. 
Girdauer Min. 10 30 60 90 120 150 = =§=180 
Lf w «4 ef 8 2 ws He 
eem CO, I. 15 24 38 50 62 17,5 86 
Wl. 12 #18 #28 380 86 42 44 


Girfaihigkeit der frischen Koprohefe a. 


(Vollstandige Vergirung des Zuckers.) 
Hefesuspension enthilt 2,5 g frische Hefe (Trockengewicht 29,2 °/,) 
in 25 cem. 
I. 1 ecm Hefesuspension + 0,1 g Glucose +1  cem Wasser 
Il. 0,5 ” ”? 0,1 x ? + 1,5 ? ” 
iif. 0,25 ” ” + 0,1 Ss +B] + 1,75 ”? 29 


Mikrogirung bei 30°. 
Girdauer Min, 19 30 60 90 120 150 
lL 22 31 60. 88 11,5 14,0 
cem CO, I. 09 13 27 40 5,85 6,6 
I. 08 12 21 80 4,0 4,9 
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Auswaschbarkeit der Ausgangstrockenhefe H fiir den 
Koproversuch 2a, b, ¢, d. 





Ausgangshefe. Mikrogirung 30°. 
































‘Stunden| 1 2 se - «# 5 6 
1,5 0,2 0,2 0,2 0,2 3,9 4,2 
2,0 0,2 0,2 0,2 0,2 8,3 7,9 
2,5 0,2 0,2 0,2 0,2 10,1 10,1 
3,0 0,2 0,2 0,2 0,2 11,8 11,8 
4,0 0,2 0,2 0,2 0,2 13,9 13,9 


Die Co-Zymase ist also in der Ausgangshefe leicht und 
vollkommen auswaschbar. 


Auswaschbarkeit der Co-Zymase in Koprohefe 2a. 


Trocknungsdauer: 4 Tage bei Zimmertemperatur. 


Methodik Auswaschung: 2 g Koprohefe + 10 ccm 
Wasser 14/, Stunde geschiittelt, dann zentrifugiert und die 
Lésung dekantiert (Lésung = Waschwasser). 


der 


Hieraut wurde die Hefe nochmals */, Stunde mit 200 ccm 
Wasser geschiittelt. Nach dem Abzentrifugieren in 4 Zentri- 
fugenglisern riihrt man die Hefe auf und vereinigt sie in 
2 GefiBen von neuem. Die abgesetzte Hefe wird jetzt in 
1 Zentrifugenglas gespiilt, zum letzten Mal zentrifugiert und 
nach dem Dekantieren in 5 ccm Wasser aufgeschlemmt. 
(Hefesuspension.) 


Zusammensetzung der Zuckerphosphatlisung. 


2 g Glucose, 
10 cem 10°/,iger Phosphatpuffer, py = 6,4. 


Giirproben: 
1 u. 2. 1cem Hefesuspension + 5 ecem Zuckerphosphatlésung + 
0,5 cem Wasser, 
3 u. 4. 0,5 cem Waschwasser + 0,5 ecem Zuckerphosphatlisung + 
1 ccm Wasser, 
5 u. 6. 1ecem Hefesuspension + 0,5 cem Zuckerphosphatlésung + 


0,5 cem Waschwasser. 
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Mikrogiirung bei 30°, 


Girdauer Min. 30 65 90 120 150 
Mittel 
lu2 165 2,9 3.85 5,1 6,35 
ecm CO, 3 u. 4. 1,1 1,1 14 1,1 I 
5u.6. 1,7 31 4,1 5,5 7,1 


Zuckergehalt nach Bertrand: 

Der Lésung wurden 5 ccm entnommen, welche 6,1 bzw. 
6,2 ccm KMnO, verbrauchten. Es entspricht 1 com KMnO, = 
8,5 mg Cu. 

Versuch 2b. 

In 10 Liter der anaeroben Nahrlésung wurden 25 ¢ der 
H-Hete aufgeschlemmt und bei 27—27,5° geziichtet. Der Ver- 
such wurde abgebrochen nach 48 Stunden, als der Zucker- 
gehalt von 10°/, aut etwa 5°/, gesunken war. Das Waschen 
und Trocknen der erhaltenen 90 g Hefe wurde, wie beim 
Versuch 2a, durchgefiihrt. 


Auswaschbarkeit der Kopro-H-Trockenhefe beim 
abgebrochenen Koproversuch 2b. 
2 ¢ Koprohefe 1/, Stunde mit 10 ccm Wasser geschiittelt. 
Abzentrifugieren wie 8. 317. Suspension in 5 ccm Wasser, 


4g Glucose + 20 cem Mikropufter = Zuckerphosphatlésung. 


Girungsproben: 
1 u. 2. 1cem Hefesuspension + 0,5 eem Zuckerphosphatlésung + 
0,5 eem Wasser, 
3.u. 4. 0,5eem Waschwasser + 0,5 eem Zuckerphosphatlésung + 
1 ecem Wasser, 
5 u. 6. 1cem Hefesuspension + 0,5 cem Zuckerphosphatlésung + 
0,5 eem Waschwasser. 


Mikrogiarung bei 30°. 


Giirdauer Min. 30 60 90 120 
Mittel 

Lu2 2,75 5,4 8,2 11,3 

eem CO, 8 u. 4. 0,2 0,2 0,2 0,2 

5u.6. 29 5,6 8,5 11,7 


Bei diesem Versuch wurden 2 Proben von je 1 ccm ent- 
nommen, um den Zuckergehalt nach Bertrand zu bestimmen. 
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In beiden Proben entsprach der Zuckergehalt der gleichen 
Menge, namlich 11,8 com KMnO,. (Ks entspricht 1 com KMnO, 
8,5 mg Cu.) 

Der Versuch 2b zeigt"), daB die Unterhefe H schon nach 
48stiindiger Ziichtung und bei unvollstiindiger Vergirung des 
Zuckers in einen Zustand iibergegangen ist, der inbezug aut 
die Auswaschbarkeit der Co-Enzyme nach dem Trocknen an 
denjenigen eier Oberhefe erinnert. 


Versuch 2 ¢. 

20 ¢ der H-Hefe vermehrten sich in 8 Liter der aus- 
gekochten und mit CO, gesiittigten Nihrfliissigkeit bei einer 
Temperatur auf 14—17° auf 89 g. In 9 Tagen war der Zucker 
créhtenteils vergoren. Die erhaltene Hefe wurde wieder durch 
wiederholtes Waschen von der anhaftenden Girfliissigkeit be- 
freit, rasch getrocknet und nach 9 tiagigem Nachtrocknen auf 
die Auswaschbarkeit gepriift. 

Die folgenden Tabellen zeigen, daB auch bei niederer 
‘emperatur der Porphyrinvorbehandlung die Verfestigung der 
Co-Zymase wie in elmer Oberhefe stattfindet. 


Auswaschbarkeit der Koprotrockenhefe H 2c. 
Trocknungsdauer: 9 Tage bei etwa 25°. Ansatz wie bei 
irtitheren Versuchen. 


Mikrogirung bei 30°. 


Girdauer Min. 15 30 60 90 120 154 
Mittel 

lu2. 1,5 1,9 3,4 5,0 6,3 17,9 

cem CO, 3u. 4. 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 

Du. 6. 1,25 1,6 3,1 4,6 6,3 7,9 


Spater soll bei einem derartigen Versuch die Temperatur 
der Vorbehandlung noch weiter erniedrigt werden und zwar 





*) Wie aus den Tabellen zu entnehmen ist, hat sich durch diesen 
Kontrollversuch das Resultat des Versuches I, 1 durchaus bestiitigen lassen: 
Aus der Koprotrockenhefe sind die Co-Enzyme, in diesem Falle die Co- 
Zymase, nicht mehr auswaschbar. 
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auf diejenige, an welche Brauereiunterhefe angepaBt ist. Erst 
dann kann mit Sicherheit gesagt werden, daB die Temperatur 
der Girfiihrung nicht der ausschlaggebende Faktor fir das 
Auftreten des hier beobachteten Effektes ist. 


Versuch 2 d. 

Die dekantierte Girfliissigkeit von Versuch 2a, die durch 
suspendierte Hefe noch stark getriibt war, blieb noch 2 Tage 
bei Zimmertemperatur stehen. Es entstand nochmals ein 
diinner Bodensatz von Koprohefe. Die jetzt klarer gewordene 
Fliissigkeit wurde dekantiert und nun 10 Liter ungehopfte 
sterilisierte Bierwirze aufgetiillt. Bei Zimmertemperatur von 
18° wurde die Girung sehr stiirmisch und nach 6 Tagen war 
sehr viel Hefe gewachsen. Wir erhielten nach dem Waschen 
und Absaugen 150 g der regenerierten Hefe. Nach 8 tagigem 
Trocknen konnte festgestellt werden, da8 nun die Hefe wieder 
teilweise in ihren alten Zustand hinsichtlich der Auswaschbarkeit 
der Co-Zymase zuriickgelangt war. Siehe Tabelle. 


Auswaschbarkeit der in Bierwiirze regenerierten 
Koprohefe 24. 


Trocknungsdauer 9 Tage bei etwa 25° Ansatz wie bei 
den friiheren Versuchen. 


Mikrogirung bei 30°. 
Girdauer Min. 30 60 90 120 150 
Mittel 
iu2 11 1,9 2,9 4,1 5,35 
ecm CO, | Zu.4. 0,55 0,55 0,55 0,55 0,5 
5u.6. 2,5 7,5 10,7 18,1 15,8 


Glykogenbestimmungen. 


Bei den Versuchen I und II, 1 wurden neben den enzyma- 
tischen Priifungen auch Analysen des Glykogengehaltes abgestellt. 
Die Hefe wurde mit 2 n-HCl erwirmt. Bei der Be- 
stimmung des hydrolisierten Glykogens nach Bertrand traten 
Stérungen durch anwesende Proteine auf. Um diese zu ent- 
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fernen, wurde folgendermaBen verfahren: 20 g R-Hefe wurden 
im Wasserbad mit 20 ccm 60°/,iger KOH 4 Stunden lang 
erhitzt. Hierauf wurde die Lésung auf 75 ccm verdiinnt 
und 150 ccm Alkohol wurden noch zugefiigt, wodurch das 
Glykogen gefallt wurde. Man lieB die Fallung iiber Nacht 
stehen, hierauf wurde filtriert und die Fallung wurde in 
warmer 2n-HCl auf 100 ccm gelést. Die Lésung wurde 
auf dem Wasserbad 1 Stunde erhitzt; 20 ccm wurden ent- 
nommen und zu einer Zuckerbestimmung nach Bertrand 
verwendet. 


Hierzu wurden 20,89 com KMnO, verbraucht. Wahrend 
der Hydrolyse hatte sich eine Fallung gebildet, welche nun 
abfiltriert wurde; das Filtrat wurde auf 100 ccm verdiinnt. 
Die Hydrolyse wurde fortgesetzt und Proben von je 10 ccm 
wurden jede Stunde entnommen und nach Bertrand unter- 
sucht. 


Dauer der Hydrolyse: 1 2 3 4 6 
ecm KMn0, 13.06 16,77 1894 19,04 19,40 


Die Hydrolyse war somit sogar nach 6 Stunden noch nicht 
beendet. Bei einer neuen Versuchsreihe wurde stirkere Salz- 
siure zur Hydrolyse verwendet (22°/,). AuBerdem wurde auf 
dem Wasserbad mit 60°/,iger KOH 6 Stunden gekocht, was 
zur Kolge hatte, daB die Fallung, die sich bei der ersten Ver- 
suchsreihe wihrend der Hydrolyse bildete, bedeutend kleiner 
ausfiel. Die Hydrolyse war nun nach 1 Stunde bereits be- 
endet. 


Zur Glykogenbestimmung wurde also nun folgendermafen 
verfahren: Die Probe, 5 g Kopro-R-Hefe wurde auf dem Wasser- 
bad 6 Stunden mit 20ccm 60°/,iger KOH erhitzt. Hierauf 
wird 30 com Wasser zugesetzt und dann 150 ccm Alkohol. 
Die itiber Nacht gestandene Fallung wird abfiltriert und in 
85 ccm warmer 22°/,iger HCl gelést. Hierauf wird 1 Stunde 
hydrolysiert. Die Lésung wird in einen 100 ccm-Mefkolben 
filtriert. Nach Auffillen werden von Zeit zu Zeit Proben zur 
Bertrandbestimmung entnommen. Vor dem Zusatz der beiden 
Bertrandlésungen wird mit KOH neutralisiert. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLVIII. 21 
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In dieser Weise wurde erhalten: 


R-Hefe 


H-Hefe - 


{ Ausgangshefe 44,0 ng Glykogen/g Hefe 
| Koprohefe 59,0 mg Glykogen/g Hefe 
{ Ausgangshefe 45,5 mg Glykogen/g Hefe 
| Koprohefe 57,0 mg Glykogen/g Hefe 


Versuch I 
Versuch I], 1 


Wie zu erwarten, hat die Koproporphyrinvorbehandlung 


zu einer kraftigen Glykogenanreicherung gefiihrt. 


fiir die wertvolle Hilfe durch Ausfiihrung dieser Versuche. 


hefen“ die Katalysatoren einerseits der Girung und anderer- 
seits der Verwertung des freien Sauerstoffes zueinander ver- 
halten, wollen wir erst im AnschluB an die in der Fortsetzung 
mitzuteilenden T'atsachen eingehen. 


merkenswerte Tatsache, da&{ Unterhefe durch die hier ver- 
wendete Koproporphyrinvorbehandlung hinsichtiich der 


Wir danken Herrn Amanuens Thor Lévgren bestens 


Zusammenfassung. 


Auf die Hauptfrage, wie sich bei den ,,Koproporphyrin- 


Hervorgehoben sei hier nur die, wie wir glauben, be- 





Bindung der Co-Zymase das Verhalten einer Ober- 
hefe annimmt, aus welcher die Co-Zymase nach dem Trocknen 
nicht auswaschbar ist.’) 


Bekanntlich hat E. Chr. Hansen?) Uberginge zwischen 


Ober- und Unterhefe gefunden und die Bedingungen dafiir ein- 
gehend studiert. Er halt den Oberhefentypus fiir die Urform, 
aus welcher sich die Unterhefe entwickeln kann. Vergleiche 
der von Hansen gewahiten Vorbehandlung und der hier an- 
gewandten Koproporphyrinvorbehandlung werden sich auch fiir 
die enzymatische Seite des Mutationsproblems verwerten lassen 
und versprechen dadurch auch in dieser Richtung Fort- 
schritte. 





') Auf die vergleichende Priifung dieser Hefen nach A. Ban (Meli- 
biose), Chem. Ztg. Bd. 18, 8S. 1794 und Bd. 19, S. 1873) kommen wir in 
der folgenden Mitteilung zuriick. 

*) E. Chr. Hansen, Zbl. f. Bakt. II. Bd. 15, S. 353 (1906). 
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Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLVILI. Tafel IL. 
Zu ..Emil Abderhalden und Hans Sickel, Weiterer 
Beitrag zur Aufklirung der Struktur des durch fermenta- 
tiven Abbau aus Casein (Hammarsten) gewonnenen Pro- 
duktes der Zusammensetzung C,,H,,.0,N,“. 
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Fir die haufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abktirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann. der Chem. == (Liebigs) Annalen der Chemie, 

Pfliigers Arch. = Archiv fiir die gesamte Physiologie. 

Arch. (Anat. u.) Physiol. == Archiv fiir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 


Abteilung). 

Arch. fiir exper. Pathol. =Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. phos open fiir Biochemie und _ Bio- 

: ysik. 

Biochem. Jl. = The Biochemical Journal. 

Biochem. Zs. == Biochemische Zeitschrift. 

Bull. Soc. chim. France. = Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 

Cc. R. ==Comptes rendus de 1l’Académie des 
Sciences. 

Jl. of Biol. Chem. =='T'he journal of biological chemistry. 

J. of Physiol. == The journal of Physiology. 

Jl. fir prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstation. == Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

Mon.-H. fiir Chemie. == Monatsheft fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem. == Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 

Quarterly Jl. Experim. Physiol. = » aren Journal of experimental phy- 
siology. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Zs. Biol. = Zeitschrift fir Biologie. 
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Das eingehende Studium des vorliegenden Buches lehrt, daB, abgesehen von dem 
auBeren Rahmen, ein vdllig neues Werk entstanden ist, dessen Lektiire als ein GenuB 
und eine gro8e Belehrung fiir jeden — nicht nur den Anfanger — gewertet und 
dessen Bedeutung in seiner durchaus selbstandigen, tiefgriindigen und iiberragenden 
Art gefunden werden darf. Wie vieles ist in diesem Buche an neuen, originellen 
und tiberlegenen Anschauungen ausgesprochen worden. Der Grundsatz, den 
Studierenden zum Denken zu zwingen, ist zwangslaufig geworden, eine gliickliche 
Hand hat die Praparate ausgewuhlt und dem Buche eine neue Linie gegeben, die 
es, abgesehen von seiner Verwendung ais Laboratoriumsbuch, auch theoretisch zum 
Besten macht, was in der letzten Zeit iiber organische Chemie ge- 
Schrieben worden ist. Chemiker-Zeitung. 
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Soeben erschien: 


Bliichers Auskunftsbuch 


fiir die chemische Industrie 


Dreizehnte, 


véllig umgearbeitete Auflage 


besorgt von 


Dr. Otto Lange 


Dozent an der Technischen Hochschule zu Miinchen 


Zwei Bande 


GroB-Oktav. Zusammen X, 1400 Seiten. 1926. 
In Leinen gebunden Rm. 70.— 


»Bliichers Auskunftsbuch“, das unentbehrliche Nachschlagewerk fiir die 
chemische Industrie und fiir jeden, der mit ihr in Verbindung steht, stellt sich 
die Aufgabe, das grofe Gebiet der Chemie und chemischen Technik soweit 
zusammenzufassen, dafi Nachschlagende sich iiber alle ihnen selbst fernerstehenden 
Spezialgebiete unterrichten und das auffinden kénnen, was dem Chemiker sonst 
bei der Mannigfaltigkeit der Einzelzweige seiner Wissenschaft gar nicht gegen- 
wartig bleiben kann; letzteres gilt besonders auch von Neuerungen, die beriick- 
sichtigt werden, soweit sie sich praktisch bewahren und soweit zuverlassige 
Angaben dariiber zu erhalten sind. 


In rein alphabetischer Anordnung und kurzer, bestimmter Darstellung 
behandelt das Buch, nach grofen Schlagwortgruppen geordnet, alle fiir die 
chemische Industrie sowie fiir den praktischen Gebrauch im chemischen Labora- 
torium wichtigeren Stoffe und Produkte, weiter die Materialien zu ihrer Er- 
zeugung, dann die Fabrikationsmaschinen und -apparate, Geratschaften usw. 
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